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KAZALO PRILOG 
 
Priloga A: Oznake borelijskih izolatov izoliranih iz različnih kužnin, ki so prišli v poštev za 
našo raziskavo. Izolatom so pripisane vrste, podvrste identificirane z metodo MluI-LRFP, nabor 
za MSP knjižnico, ter rezultati identifikacije izolatov z metodo MALDI-TOF ter pripadajoče 
identifikacijske ocene 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ACA acrodermatitis chronica atrophicans 
BSK 
 
Barbour-Stenny-Kelly gojišče za kultivacijo borelij 
DNK   
 
deoksiribonukleinska kislina 
ELISA  
 
encimskoimunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) 
EM      erythema migrans 
 
IFT 
 
imunofluorescenčni test 
Kb(p)   
 
kilobazna, kilobazni par 
LB        lymska borelioza 
LRFP    
 
ang. large restriction fragment pattern 
MALDI-
TOF MS  
       
tehnika masne spektrometrije, ki temelji na ionizaciji v matriksu z lasersko 
desorpcijo (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight 
mass spectrometry) 
 
 
MKP 
 
 
modificirano Kelly-Peterkonfenovo gojišče za kultivacijo borelij 
MLST  tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (ang. multi locus sequence typing) 
 
PCR  
 
Verižna reakcija s polimerazo, ki omogča kopiranje odsekov DNK s pomočjo 
encima DNK-polimeraze (ang. polymerase chain reaction) 
 
PFGE   elektroforeza v pulzirajočem električnem polju (ang. pulsed-field gel 
electrophoresis) 
 
RFLP    
 
metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (ang. restriction 
fragment lenght polymorphism) 
 
rRNK   
 
ribosomska nukleinska kislina 
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1 UVOD 
 
Lymska borelioza je najpogostejša okužba v Sloveniji, povzročitelje le-te okužbe pa prenašajo 
klopi (Stanek in Strle, 2018; Ružić-Sabljić in sod., 2017). Spirohetne bakterije, ki povzročajo 
tovrstno bolezen spadajo v sklop Borrelia burgdorferi sensu lato (sensu lato - v širokem 
pomenu) in se prenašajo s trdimi, ščitastimi klopi, ki pripadajo rodu Ixodes. V Evropi 5 
najpogostejših povzročiteljic lymske borelioze predstavljajo Borrelia afzelii, Borrelia garinii, 
Borrelia burgdorferi sensu stricto (sensu stricto - v ozkem pomenu), Borrelia bavariensis in 
Borrelia spielmanii. Najpogostejša klinična slika pri ljudeh je kožna sprememba erythema 
migrans (EM), ki se običajno razvije na mestu ugriza klopa in se sčasoma razreši tudi brez 
antibiotičnega zdravljenja. Borelije se lahko razširijo tudi v druga tkiva in organe, kar se kaže 
v različnih kliničnih slikah, ki lahko vključujejo živčni sistem, sklepe, mišiče, srce in kožo. V 
laboratorijski diagnostiki za potrjevanje lymske borelioze se uporabljata 2 glavna pristopa: 
neposredne metode, kamor spadata kultivacija in PCR ter posredne metode, ki temeljijo na 
seroloških testih (Stanek in Strle, 2018). Za identifikacijo borelij in razlikovanje znotraj samih 
vrst se uporablja molekularno metodo MluI-LRFP, metodo polimorfizma dolžine restrikcijskih 
fragmentov, ki v primerjavi s PCR metodo zahteva kultiviranje borelijskih kultur in sloni na 
restrikciji celotnega genoma, kjer za restrikcijo borelijske DNK uporabljamo encim MluI. 
Tovstni encim razreže borelijsko DNK v različno dolge restrikcijske fragmente, ki jih nato 
opazujemo in ločimo na elektroforezi v pulzirajočem električnem polju (Ružić-Sabljić in sod., 
2008; Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). V zadnjih letih pa se je razmahnila uporaba masne 
spektrometrije MALDI-TOF in postala eno glavnih orodij za identifikacijo različnih patogenih 
mikroorgaznimov v klinični mikrobiologiji. Gre za hitro in enostavno ter finančno ugodno 
metodo, s katero na podlagi proteinskih oz. masnih profilov identificiramo mikrobe, vključno 
z bakterijami in kvasovkami, kultiviranimi bodisi na agar ploščah ali v tekočih medijih 
(Schubert in Kostrzewa, 2017).  
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen raziskovalnega dela magistrske naloge je ovrednotiti metodo MALDI-TOF in ugotoviti 
ali je dovolj natančna oz. občutljiva, da identificira borelije lymske borelioze do nivoja vrste. 
Prav tako želimo podati kritično primerjavo med identifikacijo borelij do nivoja vrste z metodo 
MALDI-TOF in med metodo MluI-LRFP, ki je eno najbolj uporabljenih orodij pri identifikaciji 
borelij lymske borelioze izoliranih v kulturi.   
 
1.2 HIPOTEZE 
 
• Predpostavljamo, da bomo lahko opredelili borelije lymske borelioze z metodo MluI-LRFP. 
• Predpostavljamo, da bomo lahko izvedli identifikacijo borelije lymske borelioze z metodo 
MALDI-TOF. 
• Predpostavljamo, da se rezultati dveh metod ne bodo razlikovali. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 SPLOŠNO O BORELIJI 
 
Lymska borelioza (LB) je zoonoza, najpogostejša bolezen, katere povzročitelje prenašajo klopi 
na severni polobli, povzroča pa jo več spirohet iz kompleksa B. burgdorferi sensu lato (Mead, 
2015; Stanek in Strle, 2018). V Evropi so najbolj poznane B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi 
sensu stricto, B. bavariensis in B. spielmanii, le te pa prenašajo klopi rodu Ixodes (Stanek in 
Strle, 2018; Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b).  
 
2.1.1 Taksonomija 
 
Borelije LB pripadajo deblu Spirochaetes, redu Spirochaetales, družini Spirochaetaceae in rodu 
Borrelia (Gupta in sod., 2013). Članice tega debla so tanke, spiralno zvite bakterije, ki imajo 
flagele situirane po dolžini med peptidoglikanskim slojem in zunanjo membrano. Premikanje 
flagel povzroča vijačno gibanje, kar poganja sam organizem (Karami, 2012). Spirohete kot 
povzročiteljice LB so bile odkrite leta 1982 v ZDA, v zgodnjih devedesetih letih pa so ugotovili, 
da so tri genomske vrste drugačne od fenotipsko heterogenih sevov B. burgdorferi sensu lato, 
izoliranih v Severni Ameriki in Evropi, med katere sodijo že omenjene B. afzelii, B. garinii in 
B. burgdorferi sensu stricto (Stanek in Reiter, 2011). V Evropi so poleg B. afzelii, B. garinii in 
B. burgdorferi sensu stricto kot povzročiteljice okužb bile opredeljene tudi B. spielmanii, B. 
bissettii, B. valaisiana in B. lusitaniae, a v posameznih primerih. Prevladujoča povzročiteljica 
v Severni Ameriki je B. burgdorferi sensu stricto. Pred kratkim je bila opisana tudi nova 
genetska vrsta B. mayonii kot človeški patogen kompleksa B. burgdorferi sensu lato (Stanek in 
Strle, 2018).   
 
Od vseh genetskih vrst B. garinii, B. afzelii in B. burgdorferi sensu stricto predstavljajo potrjene 
povzročiteljice lokaliziranih, razširjenih in kroničnih okužb LB, med tem ko je bila B. 
spielmanii odkrita pri zgodnji kožni bolezni, B. valaisiana ter B. bissettii pa pri vzorcih iz  
posameznih primerov LB (Adeolu in Gupta, 2014). Do danes je poznanih kar 21 vrst iz rodu 
Borrelia, ki sodijo v kompleks B. burgdorferi sensu lato in 9 vrst, ki povzročajo LB v Evropi, 
Aziji ter Severni Ameriki in so za človeka patogene (Stanek in Strle, 2018; Nefedova in sod., 
2017). Naše trenutno razumevanje taksonomije in evolucijskih odnosov med vrstami borelij 
temelji predvsem na podlagi DNK-DNK hibridizacije, analize zaporedja gena 16s rRNK in 
multilokusnega sekvenciranja (MLST) (Adeolu in Gupta, 2014). Borelijske vrste, ki pripadajo 
kompleksu B. burgdorferi sensu lato so prikazane v preglednici 1, katera prav tako prikazuje 
katere borelijske vrste so za človeka patogene in katere niso.  
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Preglednica 1: Za človeka patogene in nepatogene vrste znotraj kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato  (Mead, 
2015; Nefedova in sod., 2017) 
Za človeka patogene vrste Za človeka nepatogene vrste 
B. afzelii B. americana 
B. bavariensis 
B. bissettii* 
B. californiensis 
B.carolinensis 
B. burgdorferi sensu stricto 
B. garinii 
B. lusitaniae* 
B. mayonii 
B. spielmanii 
B. valaisiana 
B. chilensis 
B. finlandensis 
B. japonica 
B. kurtenbachii 
B. sinica 
B.tanuki 
B. turdi 
B. yangtzensis 
 
  
* označuje borelijske vrste, ki so zelo redko opisane kot povzročiteljice pri človeku, zato se poraja veliko vprašanje 
glede njihove patogenosti 
 
2.1.2 Biološke lastnosti 
 
Povprečna širina borelijskih spiralnih celic se giblje od 0.2 do 0.5 µm, dolžina pa sega od 10 
do 30 µm (Wang in sod., 2014). Za borelijske celice so značilni periplazmatski bički oz. flagele, 
izvirajoče iz enega ali drugega konca spirohete, kjer so se zasidrale na citoplazemsko membrano 
in navile okoli protoplazmičnega cilindra, kar samemu organizmu daje gibljivost in obliko 
(Karami, 2012). Borelije spadajo med po Gramu negativne bakterije, a se od ostalih po Gramu 
negativnih bakterijah razlikujejo po drugačni zunanji membrani. Le-ta vsebuje lipidni dvosloj, 
fosfolipide in glikolipide. Poleg že omenjenega zunanja membrana borelij vsebuje tudi 
površinske lipoproteine, ki se lahko spreminjajo glede na samo okolje. Na primer OspA zunanji 
površinski protein se izrazi med kolonizacijo klopov, med tem ko se OspC protein izrazi med 
zgodnjo okužbo sesalca (Steere in sod., 2016). Borelije lahko od drugih patogenih spirohet kot 
so treponeme in leptospire razlikujemo na podlagi morfoloških lastnosti, vključno z dolžino 
celice, prisotnostjo ali odsotnostjo terminalnih zavojev celice, same oblike celice in števila 
periplazemskih bičkov. Identifikacija borelijskih vrst samo na morfološki podlagi ni mogoča in 
je odvisna od genetskih karakteristik borelij (Wang in sod., 2014). Slika 1 prikazuje zgradbo 
borelijske celice.  
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Slika 1: Zgradba borelijske celice (Karami, 2012) 
 
2.1.3 Genom  
 
Genom B. burgdorferi sensu lato vsebuje približno 910 kb velik kromosom in različno število 
plazmidov- tako krožnih kot linearnih, katerih dolžina ustreza rangu od 9 do 62 kb (Wang in 
sod., 2014). Linearni kromosom je znotraj kompleksa B. burgdorferi sensu lato izredno 
ohranjen, med tem ko je pri plazmidih zaznaven visok nivo spremenljivosti. Razlike v 
plazmidih znotraj kompleksa B. burgdorferi sensu lato naj bi prispevale k klinični 
spremenljivosti LB, torej različnim kliničnim slikam v različnih geografskih področjih (Steere 
in sod., 2016). Kromosom nosi zapis za veliko večino gospodinjskih genov (ang. housekeeping 
genes), med tem ko plazmidi prenašajo zapise za večino genov, ki kodirajo različno izražene 
površinske proteine, kateri sodelujejo z borelijskim členonožcem (vektorjem) in vretenčarskim 
gostiteljem (rezervoarjem). Zaporedje B. burgdorferi sensu stricto sev B31 je znan že dobro 
dekado in vsebuje 12 linearnih in 9 krožnih plazmidov, kar ustreza velikosti 612 kbp. V 
primerjavi z drugimi bakterijskimi plazmidi, so borelijski nenavadni, vsebujejo veliko 
paralognih sekvenc, ogromno število pseudogenov in v nekaterih primerih tudi esencialnih 
genov (Karami, 2012). B. burgdorferi sensu lato ima zelo omejeno sposobnost presnove in je 
odvisna tako od klopa kot od vretenčarskega gostitelja zaradi številnih ključnih dejavnikov. Na 
primer, B. burgdorferi sensu lato nima genov za kodiranje beljakovin, ki imajo vlogo v 
Krebsovem ciklu in oksidativni fosforilaciji in se za proizvodnjo energije zanaša izljučno na 
glikolizo. V ta namen B. burgdorferi sensu lato koristi več gostiteljsko ali vektorsko 
pridobljenih ogljikovih hidratov. Genomu B. burgdorferi sensu lato tudi primanjkuje genov, ki 
so potrebni za sintezo aminokislin, lipidov, nukleotidov in različnih kofaktorjev, da pa bi te 
manjkajoče komponente pridobila, genom B. burgdorferi sensu lato kodira 16 različnih 
membranskih transporterjev, ki so substratno specifični ter preko katerih črpa vse manjkajoče 
komponente. Ker B. burgdorferi sensu lato ni zmožna sintetizirati maščobne kisline, njena 
lipidna sestava odraža sestavo maščob gostiteljskega tkiva. B. burgdorferi sensu lato izmenja 
lipide z plazemsko membrano evkariontov, bodisi skozi neposreden stik ali pa preko zunanjih 
membranih veziklov (Steere in sod., 2016). 
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2.1.4 Antigeni 
 
Antigenske komponente pri borelijah predstavljajo različni proteini. Borelije vsebujejo 
pomembne proteine, ki opravljajo esencialne naloge v sami celici in so situirane na zunanji 
membrani. Gre za zunanje površinske proteine (ang. outer surface proteins, Osp), kateri se 
delijo na proteine, ki so pritrjeni na zunanjo membrano (OspA do OspF, DpbA, DpbB, CspA, 
VlsE, BptA) in proteine na zunanji površini, ki imajo eno ali več membranskih domen, katere 
zasidrajo v zunanjo membrano (P13, P66, BesC, BamA, Lmp1, BB0405) (Kenedy in sod., 
2012).  
 
Površinski lipoproteini B. burgdorferi sensu lato so dodobra poznani kot virulentni dejavniki. 
Kot že omenjeno, zaradi zunajcelične narave tega patogena, površinski liproproteini 
predstavljajo pomembno vlogo pri virulenci, interakciji z gostiteljem in pri vzdrževanju samega 
cikla B. burgdorferi sensu lato. V nadaljevanju so predstavljene nekatere pomembne 
komponente skupin borelijskih proteinov (Kenedy in sod., 2012), le-ti pa se različno izražajo 
glede na okolje (kultivacija, vektor, sesalčji gostitelj) (Marques, 2010). 
 
OspA in OspB sta zunanja površinska lipoproteina, velikosti 31 in 34 kDa, zapis za njiju pa 
nosi plazmid lp54 (Kenedy in sod., 2012). Tovrstna lipoproteina predstavljata glavni razlog za 
preživetje borelij v samem klopu (natančneje v srednjem črevesju), saj borelija uravnava protein 
OspA skupaj s proteinom OspB med samim vstopom v klopa tako, da ju veže na klopni receptor 
za OspA in tako omogoča perzistenco B. burgdorferi sensu lato (Schujits in sod., 2011).  
  
Lipoprotein OspC velikosti 22 kDa je zapisan na plazmidu cp26, pomemben pa je pri prehodu 
borelij iz klopa v gostitelja. Po 36-48 urah krvnega krmljenja klopov, borelije začno z 
izražanjem OspC, sočasno se zniža izražanje OspA, ob čemer pride do prenosa borelij iz 
črevesnega dela klopa v žleze slinavke, kar privede do okužbe gostitelja (Kenedy in sod., 2012). 
OspC lipoprotein je izjemno pomemben pri vzpostavljanju same okužbe (Steere in sod., 2016), 
dokazano pa je tudi, da se OspC protein veže na protein klopove sline Salp 15 in B. burgdorferi 
sensu lato premaga preživeti pri zgodnji okužbi (Verhaegh in sod., 2017).  
 
OspD predstavlja 28 kDa velik zunanje površinski lipoprotein, katerega zapis nosi plazmid 
lp38. Odzove se na temperaturne in gostiteljske signale, ob čemer je njegovo izražanje manjše, 
med tem ko se samo izražanje poveča po krmljenju klopov. Kenedy in sod. (2012) navajajo, da 
ima večjo vlogo tudi pri adheziji, saj je sposoben vezave na črevesne ekstrakte.  
 
OspE igra pomembno vlogo pri utaji imunskega sistema, njegovo izražanje pa je povečano ob 
povišani temperaturi (35 °C). Sodi v skupino CRASP proteinov (ang. complement regulator 
aquiring proteins) (Verhaegh in sod., 2017). 
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OspF se veže se na srčno tkivo ter predstavlja adhezivno molekulo lymskega karditisa, njegovo 
izražanje pa se poveča med samo okužbo (Kenedy in sod., 2012; Verhaegh in sod., 2017). 
 
Beljakovina p83/100 predstavlja antigen, ki izzove močan IgG in IgM odziv skozi vsa obdobja 
LB (Verhaegh in sod., 2017). 
 
Enega od pomembnih proteinov predstavlja tudi flagelin. Gre za 41 kDa velik flagelarni protein, 
ki predstavlja osnovni gradnik flagele in izzove produkcijo protiteles ob sami okužbi, ter je 
prisoten v serumu bolnikov, ki trpe za LB (Psevdos in sod., 2019). Sestavljen je iz proteina 
FlaA in FlaB, kjer FlaB predstavlja sredino filamenta, FlaA pa ovojnico FlaB proteina (Sze in 
sod., 2011; Sultan in sod., 2013). 
 
Pomembno vlogo igrata tudi proteina DbpA in DbpB. Gre za dekorin vezavna proteina, ki igrata 
pomembno vlogo pri vezavi na gostitelja, zapis za njiju pa nosi plazmid lp54. Dekorin 
predstavlja glikoprotein, nahajajoč v vezivnih tkivih in povezuje kolagenska vlakna. Pri obeh 
proteinih je zaznavno povečano izražanje ob padcu pH in povišanju temperature iz 23 °C na 37 
°C, kar je znano za samo okužbo. Tovrstna lipoproteina sta zaslužna za stik B. burgdorferi 
sensu lato z vezivnim tkivom, posledično raztros borelij in okužbo z le-temi (Kenedy in sod., 
2012).  
 
Proteina p13/p66 velikosti 66 kDa in 13kDa sta porina in imata adhezivno sposobnost. Gre za 
borelijska virulentna dejavnika, ki pomagata vzpostaviti okužbo v samem gostitelju. 
Pomembna sta za prehod borelij skozi endotelij in nadaljne razširjanje po organizmu gostitelja 
(Verhaegh in sod., 2017).  
 
VlsE predstavlja 35 kDa velik površinski lipoprotein, zapis zanj pa nosi plazmid lp28-1. Gre za 
protein pomemben pri izmikanju imunskemu sistemu, saj ima sposobnost antigenske 
spremenljivosti. Vsebuje tako variabilne kot ohranjene regije in vsaka variabilna regija je 
izrednega pomena, saj predstavlja tarčo imunskega odgovora gostitelja (Kenedy in sod., 2012).   
 
2.1.5 Rezervoar in prenašalci 
 
V nadaljevanju so opisane lastnosti rezervoarjev in prenašalcev borelij LB.  
 
2.1.5.1 Prenašalci  
 
Glavne prenašalce borelij predstavljajo klopi. B. burgdorferi sensu lato je sicer sposobno 
prenašati več klopov Ixodes, a le 4 različne vrste lahko človeka tudi ugriznejo. Za azijsko in 
evropsko območje sta značilna prenašalca vrste Ixodes persulcatus (Azija) in Ixodes ricinus 
(Evropa), med tem ko na ameriškem področju prevladujeta Ixodes scapularis ter Ixodes  
pacificus (Mead, 2015; Stanek in sod., 2012). Tovrstni vektorji imajo štiristopenjski življenski 
cikel- jajčece, ličinka, nimfa in odrasel klop, kar je prikazano na sliki 2, hranijo pa se le enkrat  
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med vsako stopnjo življenskega cikla. Borelije se nahajajo v prebavnem traktu klopa (Stanek 
in sod., 2012). 
 
 
Slika 2: Prikaz treh razvojnih stopenj klopa (od leve proti desni): larva, nimfa, odrasel klop-samica in samec 
(Stanek in sod., 2012) 
Dolžina življenskega cikla klopa se giblje med 2 in 6 leti, sam življenski cikel klopa pa je 
odvisen od podnebja in razpoložljivosti gostitelja, ter določenih zunanjih dejavnikov, ki bi 
lahko potencialno omejevali življenski cikel (Stanek in sod., 2012). Klopi Ixodes veljajo za 
''heteroksenske parazite'', kar pomeni, da se tekom njihovega življenskega ciklusa hranijo z 
dvema ali več gostiteljema. Življenski cikel se začne z vretenčarskim gostiteljem, ki prečka 
določeno vegetacijo (listje, trava), kjer se skrivajo novo izležene ličinke. Ličinke med iskanjem 
gostitelja prepoznajo biokemijske signale, kot je naraščajoči nivo ogljikovega dioksida, ki ga 
oddajajo potencialni gostitelji, ob tem pa se povzpnejo na njihovo kožo ter se z delci ust pritrdijo 
na tanjši del kože le-teh (Garcia in Gardinassi, 2016). Borelije se nahajajo v sredinskem 
črevesju klopa in se prenesejo z naslednjimi stadiji klopa, ko se le-ta hrani z drugim gostiteljem, 
tudi človekom. Z okuženim gostiteljem se po navadi prehranjujeta larva ali nimfa (Stanek in 
Strle, 2018).   
 
Tekom večdnevnega krmljenja klopov s krvjo okuženega gostitelja, se lahko klopi okužijo z 
borelijo in tako ob naslednjem vbodu okužijo novega gostitelja. Gre za proces kjer je klopova 
slina, preko katere se prenesejo borelije vnesena v gostiteljevo kožo. Same borelije potujejo iz 
črevesja do žlez slinavk med klopovim procesom krmljenja. Tovrstna slina predstavlja ključni 
pomen tako za krmljenje klopa kot za prenos borelij iz prenašalcev v kožo gostitelja (Schujits 
in sod., 2011; Stanek in sod., 2012). Za sam prenos B. burgdorferi sensu lato v gostitelja, je 
potrebno 36 ali več-urno krmljenje klopa z gostiteljevo krvjo, ta pa pri ljudeh poteka večinoma 
preko nimf. Človek je le naključni gostitelj (Stanek in sod., 2012).  
 
2.1.5.2 Rezervoar 
 
Klopi Ixodes spp. se lahko hranijo z več kot 300 različnimi živalmi, vključno z malimi in 
velikimi sesalci, kot so miši, veverice, srnjad, jeleni, govedo in ovce, pa tudi z več pticami in 
kuščarji. Tovrstni klopi, okuženi z različnimi vrstami borelij sicer preferirajo določene 
gostitelje, ki se razlikujejo glede na geografsko področje, hkrati pa je malo gostiteljev mogoče  
šteti za rezervoarje samih borelij. Med rezervoarji borelij, ki povzročajo LB, je močno 
izpostavljena belonoga miška s katero se večinoma hranijo larve in nimfe (Peromyscuc 
leucopus), sledijo ji veverice in rovke. V Evropi se B. burgdorferi sensu lato zadržuje v več  
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vrstah divjih živali kot so miši, voluharji, veverice, gozdne ptice in fazani (Garcia in Gardinassi, 
2016). 
 
Odrasle klope je moč zaznati na večjih živalih, na primer psih, zajcih, govedu in srnah. Slika 3 
prikazuje cikel prenosa borelij s klopi, pri katerem z borelijo okužena jajčeca propadejo in tako 
v naslednjem stadiju larve večinoma ne vsebujejo borelij. Jelen predstavlja le gostitelja klopov, 
ne pa tudi rezervoarja, zato je predstavljen s križcem, a je pomemben za ohranjanje številnosti 
klopov. Zelena pika ob prenašalcih oz. gostiteljih/rezervoarjih predstavlja pojavnost B. 
burgdorferi sensu stricto v le-teh, modra pika B. garinii in rdeča pika B. afzelii (Stanek in sod., 
2012).  
 
 
 
Slika 3: Infektivni ciklus Borrelia burgdorferi sensu lato in življenski cikel klopa Ixodes ricinus (Stanek in sod., 
2012) 
Nedavne študije so tudi pokazale, da podnebne spremembe vplivajo na vektorje in z njimi 
povezane bolezni, saj so klopi ektotermične živali in zato v veliki meri odvisne od temperature 
okolja. Temperaturne spremembe vplivajo na razmnoževanje in aktivnost klopov Ixodes spp. 
in posledično pojavnost LB. Vrhunec aktivnosti nimf se začne pomladi in se povečuje v začetku 
poletja, kar sovpada z povečano aktivnostjo gostitelja in rekreativnostjo ljudi. Prav zaradi tega, 
pa se nimfe obravnava kot najpomembenjši življenski stadij klopa za prenos LB (Garcia in 
Gardinassi, 2016).  
 
Visoko tveganje za LB je povečano na območjih, ki imajo prisotne velike okužene populacije 
klopov s patogenimi borelijskimi sevi in njihovimi rezervoarji, med katere štejemo obmejna  
ali podeželjska območja predvsem pa tista območja, ki se uporabljajo za gozdarske in 
rekreacijske dejavnosti (Garcia in Gardinassi, 2016).  
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2.2 Lymska borelioza 
 
Po evropski definiciji, ki je bila sprejeta na svetovni konferenci Svetovne zdravstvene 
organizacije WHO leta 1995 v Serocku, se LB diagnosticira pri bolniku, ki je bil nedavno ali  
v preteklosti izpostavljen klopom in je pozneje razvil tipične znake in simptome povezane z LB 
katera prizadane kožo, živčni sistem, mišično-skeletni sistem in srce (Biesiada in sod., 2012). 
 
2.2.1 Klinične slike 
 
V preglednici 2 so navedeni najpomembnejši znaki okužbe, le-ti pa so odvisni od vrste 
povzročitelja. B. afzelii največkrat povzroča kožne simptome kot so erythema migrans (EM), 
multipli EM in acrodermatitis chronica atropicans (ACA), B. garinii je glavni krivec 
nevroborelioze, B. burgdorferi sensu stricto pa velja za glavno povzročiteljico vnetja sklepov, 
a hkrati tako B. garinii kot B. burgdorferi sensu stricto predstavljata možni povzročiteljici EM 
(Stanek in sod., 2012; Strle in sod., 2014).  
 
Preglednica 2: Najpomembnejši klinični znaki lymske borelioze v določenih obdobjih okužbe z borelijo (Stanek 
in sod., 2011; 2012; Shapiro, 2014) 
Obdobje bolezni Klinični znaki 
Zgodnja lokalizirana okužba 
Prvi nivo okužbe 
➔ EM 
➔ Borelijski limfocitom 
➔ Utrujenost (pogojno) 
Zgodnja diseminirana (razširjena) okužba 
Drugi nivo okužbe 
➔ Multipli EM 
➔ Nevroborelioza 
➔ Miokarditis / perikarditis 
➔ Okvare sklepov 
➔ Vnetje očesnih struktur 
➔ Bolečine v mišicah 
 
Pozna okužba 
Tretji nivo okužbe 
➔ Kronične kožne spremembe 
➔ Kronični artritis 
➔ Kronične okvare živčevja 
➔ Kronično vnetje očesnih 
struktur ali poškodba vidnega 
živca 
 
2.2.1.1 Lokalizirana okužba 
 
LB je razdeljena na zgodnjo in pozno obliko bolezni, zgodnja pa se deli še na diseminirano in 
lokalizirano (Stanek in sod., 2012). Običajno se začne z značilno kožno lezijo EM, ki se pojavi 
na mestu ugriza samega klopa. Lezija izgine sama, brez zdravljenja in je tudi dovolj trden dokaz 
za potrditev bolezni (Stanek in sod., 2012), kar pomeni da serološka preiskava za potrditev  
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bolezni ni potrebna (Stanek in sod., 2011). Inkubacijsko obdobje od okužbe do začetka bolezni 
traja približno 7 do 14 dni, lahko pa je krajše kot nekaj dni in traja do 30 dni (Marques, 2010). 
Nespecifične simptome predstavljajo utrujenost, glavobol ter mišične in sklepne bolečine. 
Lezije EM se lahko pojavijo kjerkoli na telesni površini. Slika 4 prikazuje značilno kožno lezijo 
EM (Shapiro, 2014).   
 
 
Slika 4: Posamezna lezija erythema migrans (Shapiro, 2014) 
Zgodnjo lokalizirano okužbo predstavlja tudi borelijski limfocitom, a je izjemno redek pojav. 
Gre za neboleč modrikasto rdeč izrastek oz. nodul, ki ga najdemo na spodnjem delu ušesa, 
ušesni vijačnici ter bradavici in se pogosteje pojavlja pri otrocih kot pri odraslih (Stanek in sod., 
2011). Pojavlja se izključno v Evropi in je povezan z okužbo z B. afzelii (Marques, 2010). Slika 
5 prikazuje primer borelijskega limfocitoma (Stanek in sod., 2011).  
 
 
Slika 5: Borelijski limfocitom (Stanek in sod., 2011) 
 
2.2.1.2 Diseminirana okužba 
 
Diseminirana okužba se pojavi nekaj tednov po samem piku klopa, predhodno okuženega z 
borelijami. Med tem časom se borelije preko krvi in limfe razširijo po celotnem organizmu, kar 
se pokaže na različne načine. Razširjenost borelij po celotnem organizmu se najpogosteje kaže 
kot multipli EM. Lahko pride do prizadetega živčnega sistema oz. t.i. lymske nevroborelioze, 
pri kateri je najbolj pojaven meningitis, značilen predvsem za otroke, poleg že omenjenega pa 
tipične klinične slike predstavljajo tudi motorični in senzorični radikulonevritis, obrazna pareza  
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ter meningoencefalitis. Nevrološke motnje se pojavijo pri 15 % do 20 % nezdravljenih bolnikih. 
Borelije lahko prizadanejo tudi sklepni in mišični sistem, kar se manifestira kot sklop 
simptomov bolečih sklepov, predvsem pa lymskega artritisa, ki prizadane predvsem kolenski 
sklep. Lymski artritis je pogostejši v ZDA kot v Evropi in se povezuje z B. burgdorferi sensu 
stricto (Strle in sod., 2014; Stanek in sod., 2012; Marques, 2010). Razsoj borelij se pokaže tudi 
v prizadetosti srca, kar imenujemo lymski karditis, ob katerem so prisotne disfunkcije 
prevodnosti atrio-vertikularnega bloka, motnje ritma ter morebiti prisotna miokarditis in 
perikarditis. Okvare srca so prisotne pri 4 % do 8 % nezdravljenih bolnikov (Stanek in sod., 
2012; Marques, 2010), prizadete pa so lahko tudi oči (Strle in sod., 2014).  
 
Pozno bolezensko obdobje predstavljajo pozna neuroborelioza in ACA ter kronična prizadetost 
sklepov in mišic. Pri ACA gre za dolgotrajno napredujoče rdeče ali modrikasto rdeče lezije, 
ponavadi so prisotne na izteznih površinah okončin-rok in nog (Stanek in sod., 2012). Slika 6 
prikazuje tipično kožo bolnikov z ACA.   
 
 
Slika 6: Koža bolnikov z acrodermatitis chronica atrophicans (Stanek in Reiter, 2011) 
Med pozno bolezensko obdobje uvrščamo tudi pozno nevroboreliozo, kjer gre lahko za počasi 
progresivni encefalomielitis, ki predstavlja najtežjo nevrološko manifestacijo in je redek pojav, 
večinoma pa se pozna nevroborelioza kaže kot encefalopatija, ki vpliva na koncentracijo in 
spomin ter je pogostejša v Evropi kot v ZDA (Stanek in sod., 2012; Marques,  
2010). Kronična nevroborelioza je definirana kot stalno prisotno vnetje osrednjega ali 
perifernega živčevja, ki traja več kot pol leta (Hansen in sod., 2013).   
 
Prizadetost sklepov in mišic večinoma pojmuje lymski artritis. Bolniki se ga sicer lahko znebijo, 
a v večini samo zdravljenje traja več mesecev. Kar 10 % bolnikov razvije tudi kronično obliko 
artritisa (Stanek in sod., 2011). Sam kronični artritis se pojavi zaradi vztrajnega sklepnega 
endema ali pa ponavljajočega vnetja, saj borelije v sklepu perzistirajo zelo dolgo, vlogo v 
patogenezi pa imajo tudi imunološki procesi in genetska nagnjenost (Biesiada in sod., 2012). 
  
Pozna nevrološka LB se pojavi kot subakutna blaga encefalopatija, ki vpliva na koncentracijo 
in spomin (Marques, 2010).  
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2.2.2 Imunski odziv gostitelja 
 
Imunski odziv na borelijsko okužbo je počasen, saj se protitelesa IgM običajno pojavijo 3 do 4 
tedne po začetku okužbe, protitelesa IgG pa 4 do 6 tednov po začetku okužbe (Hercogová, 2015; 
Stanek in sod., 2011, Stanek, 2018; Steere in sod., 2016).   
 
Prirojeni imunski odziv vključuje fagocitozo in aktivacijo komplementa (Skogman in sod., 
2012). Lipoproteinski antigeni B. burgdorferi sensu lato kompleksa so po vdoru v kožo glavni 
aktivatorji celičnih receptorjev TLR 1 in 2 (ang. toll-like receptors), prav tako pa s svojim 
vdorom borelije vzpodbudijo proizvodnjo interferona tipa I, INF-1 (Marques, 2010). Borelije 
vsebujejo visoko koncentracijo lipoproteinov, ki so večinoma prepoznani s strani TLR 2  
receptorjev. Prepoznavanje tovrstnega patogena vodi do sproščanja vnetnih mediatorjev kot so 
interlevkini, tumor nekrotizirajočega faktorja (TNF) iz levkocitov, monocitov, makrofagov, 
nevtrofilcev in dendritičnih celic (Verhaegh in sod., 2017; Skogman in sod., 2012). Imunski 
odziv na vdor borelij vključuje tako humoralni imunski odziv kot celično posredovan imunski 
odziv, kjer so odgovori T neodvisnih in B odvisnih celic pomembni za odstranjevanje spirohet 
(Skogman in sod., 2012).   
 
Specifičen imunski odziv predstavlja primaren pomen v kontroliranju resnosti same okužbe z 
borelijami, kljub kateremu le-te lahko vseeno preživijo in izzovejo protitelesni imunski odziv, 
ob katerem se razvijejo protitelesa proti borelijskim antigenom (Marques, 2010).  
 
Obstaja kar nekaj mehanizmov, ki jih borelije koristijo za obstoj v gostitelju. Slika 7 prikazuje 
8 bakterijskih karakteristik in mehanizmov, ki jih B. burgdorferi sensu lato lahko uporabi za 
vzpostavitev perzistence v gostitelju (npr. glodalcu) (Tracy in Baumgarth, 2017).   
 
Slika 7: Obstoj borelij v gostitelju (Tracy in Baumgarth, 2017) 
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Borelije se iz klopa na sesalce prenesejo v 16 do 72 urah po začetku krmljenja klopov in prvotne 
obrambe gostitelja, prisotne v koži. Dokler je klop prisesan na samo kožo, njegovi proteini 
nahajajoči v slini igrajo glavno vlogo pri zaviranju imunskega sistema gostitelja. To vključuje 
deaktivacijo makrofagov situiranih na koži in dendritičnih celic, prav tako pa pride do zatiranja 
proizvodnje citokinov in kemokinov. Tarča zaviranja imunskega sistema so tudi mastociti, 
inhibirano je tudi ponovno pridobivanje granulocitov na mestu ugriza klopa. Proteini klopove 
sline prav tako zavirajo aktivacijo alternativne poti komplementa in ob tem spodbujajo prenos 
patogena. Eden od proteinov nahajajoč v slini, ki zavira delovanje imunskega sistema je 
sialolastin L in zavira produkcijo IL-9, ki je znan kot pomemben regulator imunskega odziva, 
ki ga povzročijo patogeni. Modulatorji imunskega sistema so prav tako že opisani zunanje 
površinski proteini, kar nakazuje na izredno pomembno vlogo same morfologije spirohet, 
pomembno vlogo pa predstavljajo tudi adhezini (npr. BBK32), ki ščitijo borelije, da jih imunski 
sistem gostitelja ne ''očisti'' in izloči. Samim borelijam olajša vstop v organizem (Tracy in 
Baumgarth, 2017). 
 
Med okužbo nastanejo visoke ravni protiteles, specifične za borelijske antigene, njihovo število 
pa se veča tekom trajanja okužbe. Odziv protiteles sproži tudi zmanjšanje, a ne izločanje B. 
burgdorferi sensu lato iz tkiv (Tracy in Baumgarth, 2017). 
 
2.3 EPIDEMIOLOGIJA-RAZŠIRJENOST BORELIJ IN LYMSKE BORELIOZE 
 
LB je najpogostejša nalezljiva bolezen v Sloveniji, ki jo prenašajo klopi (NIJZ, 2019). Pojavlja 
se v Aziji in Evropi, najbolj pogosta pa je predvsem v centralnem delu Evrope, konkretno v 
Nemčiji, Avstriji, Sloveniji in obali Švedske ter Skandinaviji, prav tako pa se  pojavnost LB 
povečuje tudi v Ameriki. Povečana incidenca LB predvsem v Evropi je posledica podnebnih 
sprememb, ki so povzročile širjenje ozemlja klopov I. ricinus, vključno s širjenjem v višje lege, 
prav tako pa je prišlo do sprememb v majhnih sesalcih in jelenih, krčenja gozdov ob vsem tem 
pa tudi do večje ozaveščenosti o bolezni. Na različnih geografskih področjih prevladujejo 
različne borelijske vrste, ki jih prenašajo klopi značilni za tisto geografsko področje 
(Schotthoefer in Frost, 2015), to pa predstavlja temeljni razlog, da se okužba pri človeku izraža 
preko različnega spektra kliničnih slik. V Evropi in Sloveniji so prisotne za človeka patogene 
borelijske vrste B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis, B. burgdorferi sensu stricto, redkejšo vrsto 
pa predstavlja B. spielmanii (Strle in sod., 2014). Slika 8 prikazuje geografsko razširjenost LB 
in klope, ki v posameznem področju prenašajo borelije.  
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Slika 8: Geografska razširjenost lymske borelioze in klopi Ixodes spp., ki borelije prenašajo v posameznem 
področju (Stanek in sod., 2012) 
 
V Sloveniji LB velja za endemično bolezen, obvezna prijava LB pa poteka že od leta 1986. 
Posamezne klinične oblike LB se od leta 1990 prijavljajo ločeno. Preglednica 3 prikazuje 
prijavljene primere LB med leti 2014 do 2018. V tem časovnem intervalu so prevladovali 
primeri EM, največ prijav LB je bilo leta 2018, v preglednici 4 pa so navedeni primeri LB po 
različnih regijah v Sloveniji (NIJZ, 2019).  
 
Preglednica 3: Prijavljeni primeri lymske borelioze (po kliničnih simptomih), Slovenija, 2014 – 2018 (NIJZ, 2019) 
Leto 2014 2015 2016 2017 2018 
Erythema 
migrans 
3875 3729 4264 4524 7509 
Meningitis 10 6 2 2 23 
Polinevropatija 4 2 1 5 2 
Artropatija 1 5 7 3 9 
Skupaj 3890 3742 4274 4534 7543 
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Preglednica 4: Prijavljeni primeri in prijavna incidenčna stopnja lymske borelioze, po regijah Slovenije, 2017–
2018 (NIJZ, 2019) 
 
Regija 
2017                                                               2018 
št. prijav                    primeri/100 000          št. prijav                     primeri/100 000 
Celje 470 155,5 803 265,2 
Nova Gorica 410 404,6 652 645,3 
Koper 308 206,1 383 256,0 
Kranj 571 280,3 1006 494,2 
Ljubljana 1272 192,4 2297 345,8 
Maribor 628 195,4 922 286,4 
Murska sobota 399 346,0 575 502,4 
Novo mesto 307 218,1 604 426,8 
Ravne 169 238,6 301 427,7 
Slovenija 4534 219,4 7545 364,5 
 
Najvišji prijavni incidenci sta bili v goriški in murskosoboški regiji, najnižja v koperski regiji 
(NIJZ, 2019). Bolezen je sezonska, saj je največ obolenj od spomladi do jeseni, kar povezujemo 
z aktivnostjo klopov (Schotthoefer in Frost, 2015). Pri ljudeh se znaki LB največkrat pojavijo 
spomladi, poleti in zgodaj jeseni, kar je posledica življenskega cikla klopov (Biesiada in sod., 
2012), sicer pa se sama LB pojavlja skozi vse leto. Vrh prijavljenih primerov je v poletnih 
mesecih. Ker se bolezenski znaki oz. posamezni stadiji bolezni lahko pojavijo tudi več mesecev 
po okužbi, se primeri pojavljajo tudi izven sezone aktivnosti klopov. Slika 9 prikazuje 
prijavljene primere LB po mesecih (NIJZ, 2019). 
 
 
 
Slika 9: Prijavljeni primeri lymske borelioze po mesecih, Slovenija, 2016 – 2018 (NIJZ, 2019) 
Za LB zbolevajo tako moški kot ženske različnih starostnih skupin. Slika 10 prikazuje primere 
LB po starostnih skupinah. Bolezen je moč opaziti pri obeh spolih in vseh starostnih skupinah, 
a prisotnost bolezni ni enakomerna. V letu 2018 je bilo prijavljenih 7543 bolnikov z LB (54 %  
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žensk in 46 % moških) največ bolnikov pa je imelo EM (99,5 %). Največ bolnikov z EM (1762 
bolnikov, 23 %, incidenčna stopnja: 599/100 000 prebivalcev) je bilo v starostni skupini 55–64  
let in najmanj pri najmanjših otrocih do prvega leta starosti (50/100 000 prebivalcev) (NIJZ, 
2019).   
 
Slika 10: Prijavljeni primeri lymske borelioze po starostnih skupinah, Slovenija, 2019 (NIJZ, 2019) 
 
2.4 DIAGNOSTIKA LYMSKE BORELIOZE 
 
Diagnostika LB sloni na posrednih seroloških metodah ter neposrednih tehnikah (kultivacija, 
PCR) (Marques, 2010). V nadaljevanju so opisane posamezne metode, ki se uporabljajo za 
dokazovanje LB.  
 
2.4.1 Osamitev borelij  
 
Za potrjevanje borelijske okužbe in identifikacijo borelij je izjemnega pomena kultivacija le-
teh, saj je najbolj zanesljiva neposredna metoda identifikacije borelij. B. burgdorferi sensu lato 
kultiviramo v kompleksnem mediju. Uspeh kultivacije je odvisen od klinične slike in vrste 
vzorca. Na primer gojenje B. burgdorferi sensu lato iz biopsije kože ima 50 % do 80 % 
uspešnost (Stanek in Strle, 2018). Kultivacija predstavlja slabo občutljivo in kompleksno 
metodo, saj so same borelije izjemno počasi rastoče spirohete in so za kultivacijo zahtevne, kar 
terja počasen postopek izolacije. Borelije zahtevajo kompleksen medij za gojenje in vitro, 
zaradi njihove nezmožnosti sinteze aminokislin, nukleotidov, maščobnih kislin in več drugih 
celičnih gradnikov (Veinović in sod., 2016). Kljub temu ostaja tovrstna metoda kultivacije 
bistvenega pomena za izolacijo borelij in zanesljivo diagnozo LB ter je pomembna za nadaljno 
karakterizacijo izolatov. Za olajšanje same kultivacije so razvili nekaj modificiranih gojišč, ki 
se uporabljajo za gojenje oz. kultivacijo borelij (Ružić-Sabljić in sod., 2017). Gre za 
modificirano Kelly-Peterkonfenovo gojišče ali MPK in Barbour-Stenny-Kepper II ali BSK-II 
gojišče ter komercialno dostopno BSK-H gojišče. Omenjena gojišča se med seboj razlikujejo v 
potencialu za podporo rasti samih borelij (Ružić-Sabljić in sod., 2017). Sama kultivacija  
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traja do 12 tednov, saj se borelije izjemno počasi razmnožujejo oz. imajo dolg generacijski čas 
(7 do 20 ur). Optimalna rast borelij sovpada z 30° do 34 °C inkubacije (Veinović in sod., 2016). 
Borelije najpogosteje kultiviramo in uspešno osamimo iz biopsije kože, manj pogosto iz krvi in  
najmanj pogosto likvorja, izredno redko pa izoliramo spirohete iz sklepne tekočine.Vzorec je 
po odvzemu takoj inokuliran v samo gojišče MPK oz. BSK-H ter poslan v laboratorij (Ružić-
Sabljić in Cerar, 2016b; Marques, 2010).  
 
Po inkubaciji na 33 °C se enkrat tedensko izvaja mikroskopija v temnem polju, kjer se potrjuje 
pozitivne vzorce oz. okužbo z borelijami, ob le-teh pa se izračuna povprečno število borelij v 
sami kulturi. Številu borelij se doda še informacija o morfologiji borelij (debele, ozke), velikosti 
(dolge, kratke) in gibljivosti (gibljive, negibljive). Kultivacija je izjemnega pomena, saj imamo 
na voljo seve za nadaljno analizo (Ružić-Sabljić in sod., 2017).  
 
2.4.2 Molekularno dokazovanje - PCR   
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) se v molekularnem diagnostiki uporablja za detekcijo 
borelijske genomske DNK v krvi, sklepni tekočini, koži in likvorju (Marques, 2010; Stanek in 
sod., 2011, 2012; Steere in sod., 2016). Metoda detekcije borelijske DNK z metodo PCR je 
najbolj koristna pri bolnikih z lymskim artritisom, ob čemer so ugotovili, da je občutljivost 
metode PCR najnižja v krvi in likvorju bolnika, najvišja pa v sklepni tekočini. Pri kožnih 
biopsijah občutljivost PCR metode varira med 25 % in 90 % ob čemer lahko zaključimo, da je 
občutljivost metode PCR odvisna od same kužnine (Marques, 2010). Negativni rezultati PCR 
metode opravljene na likvorju ali sklepni tekočini pa ne izključujejo LB (Stanek in sod., 2012). 
Visoka koncentracija patogena v vzorcu ključnega pomena za pozitiven rezultat (Ružić-Sabljić 
in Cerar, 2016b). 
 
Največjo skrb in razlog manjše uporabe same metode PCR v rutinski diagnostiki LB predstavlja 
malo število borelij v vzorcih in posledično veliko negativnih rezultatov. Vseeno pa ostaja 
odlično orodje pri potrditvi zgodnje okužbe pred pojavom protitelesnega odziva in služi kot 
odlično podporno diagnostično testiranje ter omogoča identifikacijo samega patogena (Ružić-
Sabljić in Cerar, 2016b).  
 
2.4.3 Serologija 
 
Laboratorijska potrditev LB ponavadi temelji na dokazovanju protiteles v serumu bolnika 
(Shapiro, 2014). Serološko testiranje predstavlja najbolj uporabljeno laboratorijsko orodje za 
potrjevanje LB in lahko nudi izjemno koristne informacije pri bolnikih s kliničnimi 
ugotovitvami, ki kažejo na razširjeno LB v kasnejših obdobjih. Tovrstno testiranje je odvisno 
od izdelovanja protiteles, ki nastanejo kot odgovor imunskega sistema na borelijsko okužbo, 
sama občutljivost testiranja pa se veča tekom trajanja okužbe, kar pomeni da imajo bolniki, ki 
testiranje opravijo v relativno zgodnjem obdobju bolezni večjo verjetnost negativnega rezultata 
(Marques, 2010). Pri EM ugotovimo, da približno 25 % bolnikov že razvije protitelesa, med 
tem ko so pri kronični obliki že skoraj vsi bolniki serološko pozitivni (Shapiro, 2014). 
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Med dve najpomembnejši metodi za dokazovanje specifičnih protiteles se uvrščata 
imunofluorescenčni test (IFT) in bolj občutljiv encimskoimunski test (ELISA), presejalna testa,  
katerima sledi potrditveni test imunoblot oz. Westernblot. Kot že omenjeno, z njimi dokažemo 
specifična protitelesa v serumu, likvorju ali sklepni tekočini (Stanek in sod., 2011).  
 
V zadnjih letih so se začeli uveljavljati novi serološki testi, ki imajo namen povečati občutljivost 
in specifičnost seroloških testov, ob tem pa uporabljajo rekombinante proteine. Pri detekciji LB 
gre za rekombinantni antigene, med katere sodita tudi antigena VlsE in OspC (Busson in sod., 
2012; Dessau, 2013). Med serološke teste nove generacije sodi tudi test LIAISON. Gre za 
indirektni kemiluminiscenčni test oz. imunoanalizo, ki se uporablja za kvantitativno 
določevanje specifičnih protiteles IgG in IgM proti kompleksu borelij B. burgdorferi sensu lato 
(Busson in sod., 2012). 
 
Omejitve seroloških metod predstavlja nizka občutljivost pri detekciji zgodnje okužbe, 
navzkrižna reaktivnost in nezmožnost razlikovanja aktivne od neaktivne okužbe (Ružić-Sabljić 
in Cerar, 2016b).  
 
2.5 ZDRAVLJENJE LYMSKE BORELIOZE 
 
In vitro študije so pokazale da so borelije, ki povzročajo LB dovzetne za tetracikline, večino 
penicilinov, veliko cefalosporinov druge in tretje generacije ter makrolide. Opisali pa so tudi, 
da je LB odporna na specifične fluorokinolone, rifampicin in prvo generacijo cefalosporinov 
(Stanek in sod., 2012).  
 
LB je v večini primerov uspešno ozdravljena s protimikrobno terapijo. Peroralna terapija je 
priporočljiva za zdravljenje zgodnje in nezapletene okužbe, prav tako pa se uporablja za 
zdravljenje obrazne pareze, v uporabi pa sta predvsem doksiciklin in amoksicilin (Marques, 
2010).  
 
Možnosti zdravljenja so tudi makrolidni antibiotiki, med katere spadajo azitromicin, 
klaritromicin in eritromicin (Shapiro, 2014). Čeprav se simptomi bolezenskega stanja EM 
sčasoma odpravijo brez antibiotičnega zdravljenja, je peroralno zdravljenje z antibiotiki 
priporočljivo za preprečevanje širjenja bolezni in razvoja kasnejših posledic (Stanek in sod., 
2012). 
 
 Doksiciklin je edino antibiotično sredstvo, katerega terapija je učinkovita že po 10 dneh. Za 
otroke mlajše od 8 let, nosečnice in doječe ženske, je priporočljiva terapija z amoksicilinom, 
saj pri nosečih ženskah doksiciklin lahko škodljivo vpliva na plod in matero (Stanek in sod.,  
2012). Ena od alternativ terapije je tudi konzumiranje cefuroksim aksetila, a terapije z le-tem 
predstavljajo tudi večji finančni strošek (Marques, 2010).  
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Samo zdravljenje LB se giblje med 14 in 21 dnevi (Shapiro, 2014), v splošnem pa se za 
zdravljenje LB povezane z nevrološkimi simptomi uporabljajo parenteralni antibiotiki, katere 
se prav tako uporablja v začetni terapiji pri bolnikih s težjo srčno boleznijo (Marques, 2010).  
Zaželjeno parenteralno zdravilo za zdravljenje tako razširjene kot kronične oblike LB je 
ceftriakson, saj se izjemno dobro bori proti boreliji. Tovrstno zdravilo izjemno dobro prestopi 
krvno-možgansko pregrado in ima dolg razpolovni čas seruma, kar pomeni da ga lahko bolniki 
jemljejo le enkrat na dan (Stanek in sod., 2012). Ustrezno antibiotično zdravljenje je odvisno 
od klinične slike oz. simptoma bolezni ter njenega trajanja (Shapiro, 2014).  
 
2.6 PREPREČEVANJE LYMSKE BORELIOZE 
 
Najboljši način preprečevanja LB je vsekakor izogibanje predelom, ki so znana po velikem 
deležu klopov. V veliko pomoč ljudem pri sami preventivi so tudi protiinsekcijska sredstva, ki 
vsebujejo N,N dietil-meta-toluamid (DEET) v najmanj 20 % koncetraciji. Poleg navedenega pa 
je koristno tudi prekrivanje kože z dolgimi hlačami in majicami predvsem svetlih barv, ob 
čemer klopa lažje opazimo (Marques, 2010), hkrati pa z dolgimi oblačili klopu otežimo sam 
ugriz. Shapiro (2014) tudi navaja, da je eden od učinkovitih načinov preprečevanje LB tudi 
kopanje/prhanje v 2 urah po izpostavljenosti, saj klop rabi več kot dve uri, da se popolnoma 
pritrdi. Izjemnega pomena je pregledovanje oblek in kože po celem telesu.  
 
Gostota populacij klopov okoli prebivališč se lahko zmanjša z odstranjevanjem listne stelje, 
postavitvijo lesnih sekancev, kjer trate mejijo na gozdove, prav tako pa tudi z uporabo 
akaricidov. V kolikor je klop že prisesan na kožo, ga najbolje odstranimo z pinceto s katero ga 
oprimemo čim bližje ustnim delcem in izvlečemo. Stanek in sod. (2012) navaja študije, ki 
dokazujejo, da več kot 96 % ljudi, ki pravočasno odkrije klopa in ga tudi ustrezno odstrani, ne 
zboli za LB tudi v zelo endemičnih geografskih področjih. Cepivo proti LB je bilo do sedaj na 
voljo le v ZDA in je bilo narejeno iz rekombinantnega proteina OspA, a je bilo umaknjeno leta 
2002, zaradi slabe prodaje in suma na lymski artritis, ki bi ga lahko v redkih primerih povzročilo 
samo cepljenje. Druga cepiva so v razvoju (Marques, 2010).  
 
2.7 METODE IDENTIFIKACIJE BORELIJ LYMSKE BORELIOZE  
 
Identfikacija in tipizacija borelij LB kompleksa B. burgdorferi sensu lato je pomembna za 
primerjavo povezanosti vrste borelij LB z geografskimi področji, klinično sliko in biološkimi 
rezervoarji (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). V nadaljevanju so opisane posamezne metode 
identifikacije borelij LB. 
 
2.7.1 MluI-LRFP metoda identifikacije   
 
Molekularne metode imajo glavno vlogo pri identifikaciji borelij, eno od tovrstnih metod pa 
predstavlja metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (Ružić-Sabljić in Cerar, 
2016a). LRFP (ang. large restriction fragment pattern) osnuje kratico, ki ponazarja analizo 
celotne genomske restrikcije z uporabo različnih restrikcijskih encimov, med katere spada tudi  
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restrikcijski encim, endonukleaza MluI. Sama identifikacija borelijskih vrst je opravljena po 
ločitvi fragmentov razrezane genomske DNK z uporabo elektroforeze v pulzirajočem 
električnem polju (ang. pulsed-field gel electrophoresis, PFGE). To verzijo molekularne 
metode poznamo kot MluI-LRFP metodo (Ružić-Sabljić in sod., 2008; Cerar in sod., 2015). 
Glavna naloga MluI-LRFP je, da ločuje molekule DNK večjih velikosti preko občasnega 
pulziranja električnega polja (Goering, 2010). Ružić-Sabljić in Cerar (2016a) navajata, da je 
tovrstna metoda izjemno uporabna za identifikacijo borelijskih vrst, prav tako pa je znotraj le-
teh možna razvejitev na same podvrste. Preko MluI-LRFP metode identifikacije so v preteklih 
raziskavah lahko določili borelijsko vrsto B. afzeliii njej pripadajočo podvrsto Mla1 (Picken in 
sod., 1998) ter 10 let kasneje poleg vodilne podvrste Mla1 še ostale podvrste Mla2-4, B. garinii 
in njej pripadajoče podvrste Mlg1-7 in vrste B. burgdorferi sensu stricto ter njej pripadajoče 
podvrste Mlb1-15. Je odlična metoda za dokazovanje genetske raznolikosti znotraj vrst borelij, 
ki povzročajo LB (Ružić-Sabljić in sod., 2008). 
 
Kultivacija je torej esencialnega pomena za metodo MluI-LRFP, prav tako pa tudi za izdelavo 
plazmidnega profila borelij. Plazmidni profil predstavlja eno najbolj uporabljenih metod za 
razlikovanje boreljskih podvrst oz. sevov znotraj samih vrst borelij in je najbolje uporabna za 
razlikovanje znotraj vrste B. afzelii, ki preko analize z MluI-LRFP izkazuje homogenost, med 
tem ko je v plazmidni vsebnosti izredno heterogena. Plazmidni profil lahko osnujejo le plazmidi 
linearne narave, saj so le-ti lahko vidni preko PFGE, ki predstavlja zaključni korak te metode. 
V kolikor so plazmidi prisotni v manjšem številu kopij, na gelu PFGE niso zaznavni saj segajo 
pod prag občutljivosti same PFGE, kar pa sami metodi predstavlja pomankljivost. Plazmidi 
borelijskih vrst veljajo za stabilne in prav zaradi te lastnosti metoda plazmidnega profila velja 
za najbolj uporabno metodo v molekularnem diagnosticiranju borelij LB in njihovih podvrst 
(Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). Vzpostavijo se linearni plazmidni profili posameznega seva, 
ki bazirajo na številu plazmidov v celici in molekularni masi plazmidov. Vzdolž sevov 
borelijskih vrst število linearnih plazmidov varira v njihovi velikosti. Prisotnost večjega števila 
plazmidov enake molekulske mase je potrjeno preko metode PCR. Nekateri plazmidi se preko 
dolge kultivacije lahko tudi izgubijo. Kot že omenjeno, nizke kopije števila določenega 
plazmida, ki segajo pod prag PFGE občutljivosti, same plazmide naredijo nevidne in posledično 
je tovrstna metoda plazmidnega profiliranja zaradi te lastnosti izjemno zahtevna (Ružić-Sabljić 
in Cerar, 2016a).  
 
Preglednica 5 prikazuje velikosti nekaterih restrikcijskih vzorcev borelijskega genoma, 
razrezanega z restrikcijskim encimom MluI, ki nastanejo po samem rezanju z encimom in so 
vidni na PFGE (Ružić-Sabljić in sod., 2008).  
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Preglednica 5: Velikosti nekaterih restrikcijskih vzorcev borelijskega genoma, razrezanega z restrikcijskim 
encimom MluI (Ružić-Sabljić in sod., 2008) 
Borelijski podtip MluI-LRFP (kb) 
Mla1 
B. afzelii         Mla2 
Mla3 
440                      320                                                                             90 
440            350                                                                                       90 
440            350    320                                                                             90 
Mlg1 
Mlg2 
Mlg3 
B. garinii        Mlg4 
Mlg5 
Mlg6 
Mlg7 
                                            260             220              140                           80 
         390                                                220                                   100      80 
                                                        225 220   170                          100      80 
         390                                                220                                               80 
                                            260             220               140              100      80 
                                                        225 220   170                                      80 
         390        330                                  220                                   100      80 
Mlb1 
B. burgdorferi Mlb2 
sensu stricto   Mlb8 
Mlb15 
   410                                                                 160    140      
   410                                                                 160    140       110  
                                310                                    160    140       110  100 
                                                                 210   160    140               100 90 
B. spielmanii   Mls1 
 Mls2 
                            320               230           210                                                   70 
                            320              230                              140                             70 
B. valaisiana Mlv1 
Mlv2 
            360  340                                                                                       90  
                    340           300                                                                      90 
B. lusitaniae    Mll1 
Mll2 
                            320   300                                                               100 90 
                            320   300                                                               100  
 
2.7.2 Za PCR vezana identifikacija 
 
PCR se nanaša na različne molekularne pristope za identifikacijo borelij LB. Ključni element 
molekularnih metod kot je metoda PCR, je izbira ustreznega ciljnega zaporedja DNK, ki ga 
sama PCR metoda pomnoži oz. ojača. Tarča ki predstavlja ustrezno ciljno zaporedje DNK oz. 
tarčne gene, mora biti stabilna, hkrati pa mora omogočati zaznavanje vseh vrst v kompleksu B. 
burgdorferi sensu lato (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). 
 
Geni, ki predstavljajo tarčo PCR metode so p66, 16S rDNA, 23S rDNA, ospA, ospB, ospC geni, 
ki kodirajo proteine zunanje membrane, gen fla, ki kodira proteine za flagelin, recA, dbpA in 
bmpA. Tarčni geni se lahko nahajajo na kromosomu (npr. hbb, fla, 16S in rRNA) ali na 
plazmidu (npr. geni družine osp) v različnem številu kopij. Nekateri tarčni geni imajo zelo nizko 
diskriminatorno moč za razlikovanje borelijskih vrst (npr. gen fla), pri genih lociranih na 
plazmidu (ospA, ospB, ospC) pa je ta moč izjemno spremenljiva (Ružić-Sabljić in Cerar, 
2016b).  
 
2.7.2.1 Za PCR vezana identifikacija borelij lymske borelioze z metodo Tm (temperature 
taljenja) 
 
RT-PCR je ena od različic PCR verižne reakcije s polimerazo, ki se od navadne PCR metode 
razlikuje po tem, da poteka pomnoževanje tarčnega odseka in analiza nastalega produkta 
sočasno v zaprtem homogenem sistemu. Detekcija pomnožkov PCR poteka z uporabo 
nespecifičnih barvil, kot so SYBR Green I, etidijev bromid in drugi ali pa z uporabo s  
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fluorescentnimi barvili označenih sond, specifičnih za določeno zaporedje (hibridizacijske in 
hidrolizacijske sonde) (Mackay, 2004). In prav real-time PCR metoda je esencialna za nadaljno 
identifikacijo borelij LB, metodo temperature taljenja. Temperatura taljenja je skladna z 
določenim fragmentom borelijske DNK, tovrstni fragment pa določajo nukleotidno zaporedje, 
njegova dolžina in sama vsebnost GC baznih parov (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016a). Vsaka 
borelijska vrsta ima svojo temperaturo taljenja (Tm), ki se giblje od 51 °C do 67 °C, kar 
predstavlja osnovno karakteristiko same borelijske DNK. Za identifikacijo borelijske vrste, so 
izjemno pomembni določeni geni, kot so hbb, p66, recA, ospA, ipd. Identifikacija, ki je 
osnovana na podlagi razlik v samem genu hbb, omogoča razlikovanje večine borelijskih vrst, 
ki povzročajo LB (Ferdin in sod., 2010), a Ružić-Sabljić in Cerar (2016b) navajata, da tovrstna 
metoda žal ne loči B. spielmanii od B. valaisiana.  
 
2.7.2.2 Za PCR vezana identifikacija z metodo MseI-RFLP 
 
Osnovno metodo identifikacije borelij LB prav tako predstavlja MseI-RFLP (ang. restriction 
fragment lenght polymorphism), restrikcija produkta PCR z encimom MseI in prikaz 
fragmentov različnih dolžin. Gre za analizo dolžine restrikcijskega fragmenta, ki PCR metodo 
uporabi za ojačanje medgenske regije 5S in 23S rRNA. Metoda se uporablja v ogromno 
raziskavah in diagnostičnih laboratorijih zaradi svojega zadostnega diskriminatornega 
potenciala in dobre ponovljivosti (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). Okrepljen PCR produkt oz. 
pomnožek je po sami PCR metodi razrezan z restrikcijskim encimom MseI, restrikcijski odseki 
oz. vzorci pa so nato ločeni na poliakrilamidnem gelu. S pomočjo restrikcijskega encima MseI 
lahko razlikujemo kar 8 različnih vrst znotraj B. burgdorferi sensu lato. Resolucija restrikcije 
je vidna po uporabi 16 % poliakrilamid-0,8 % bisakrilamidnega gela. Tovrstno metodo se lahko 
uporablja za direktno identifikacijo borelij iz kliničnih izolatov, klopov ali rezervoarjev 
gostiteljev (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016a).  
 
2.7.2.3 Za PCR vezana identifikacija z metodo analize flagelina 
 
Gen za flagelin, lociran na kromosomu (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016a), je ena najbolj 
uporabljenih tarč PCR metode za potrjevanje okužbe z borelijo v humanih vzorcih, klopih in 
rezervoarjih gostiteljev, prav tako pa je uporabna za identifikacijo borelijskih vrst, potrebno je 
le sekvencirati produkte. Identifikacija borelijskih vrst z metodo analize flagelina 
(sekvenciranje) je izjemno zahtevna in redko uporabljena, a visoko občutljiva za detekcijo 
borelijske DNK v kliničnem vzorcu (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). 
 
2.7.2.4 Za PCR vezana identifikacija borelij preko analize proteinov zunanje membrane Osp 
 
Osp proteini oz. proteini zunanje membrane so izjemnega pomena za identifikacijo borelij LB 
do nivoja vrste (Kenedy in sod., 2012). Tipizacija borelij, ki poteka preko OspC proteina, 
razdeli seve kompleksa B. burgdorferi sensu lato v 21 genetsko izražene vrste (Ružić-Sabljić  
in Cerar, 2016a). OspC protein prikazuje največjo variabilnost aminokislin na površinsko 
izraženi domeni. Med tem ko so enaki OspC serotipi, ki so definirani preko monoklonalnih  
23 
Honsić I. Identifikacija borelij lymske borelioze z metodo MALDI-TOF.                                                                                   
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
 
protiteles razprešeni med različnimi geografskimi področji kljub različni sestavi gostiteljskih 
vrst, določen OspC serotip lahko okuži različne vretenčarje (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). 
 
2.7.2.5 Za PCR vezana identifikacija borelij preko analize MLST 
 
MLST (ang. multilocus sequence typing) je metoda, katere osnova je ojačanje, sekvenciranje 
in bioinformatična obdelava notranjih fragmentov gospodinjskih genov. Le-ti se razvijajo 
počasi. Prednost omenjene metode je visoka diskriminatorna moč, med slabosti pa lahko 
štejemo zamudnost in visoke stroške. Gre za visoko občutljivo tipizacijsko metodo (Wang in 
sod., 2014) za filogenetske analize, epidemiološki monitoring in evolucijske študije. V grobem, 
metoda zahteva ojačanje in sekvenciranje določenih gospodinjskih genov (Ružić-Sabljić in 
Cerar, 2016b), katerih 8 ki so razpršeni po linearnem kromosomu (Wang in sod., 2014), je prav 
tako prisotnih v kompleksu B. burgdorferi sensu lato. MLST metoda omogoča razlikovanje 
določenih borelijskih vrst med seboj, predlagana pa je bila kot alternativna metoda borelijske 
klasifikacije, filogenije in ekoloških študij spirohet (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016a).  
 
Za samo uspešnost metode so nujni sekvencirani amplikoni oz. PCR pomnožki. Kakovostne 
sekvence je nato potrebno primerjati z podatki, ki so na voljo v bazi MLST. Bistvenega 
pomena je, da so naše dobljene sekvence enakih dolžin kot tiste, dostopne na spletnem mestu 
MLST baze (http://borrelia.mlst.net; Wang in sod., 2014).   
 
2.7.2.6 Občutljivost in specifičnost PCR metod 
 
Preglednica 6 prikazuje primerjavo specifičnosti in občutljivosti pri posameznih kliničnih 
slikah in kužninah LB, dokazane z metodo PCR (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). 
 
Preglednica 6: Prikaz občutljivosti in specifičnosti metode PCR za detekcijo specifične borelijske DNK. Podatki 
so bili narejeni na podlagi 28 študij, ki so vključevale bolnike iz Evrope in ZDA z različnimi kliničnimi vzorci v 
letih 1991-2000 (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b) 
 
Klinični vzorci-klinična slika 
 
 
Občutljivost (%) 
 
Specifičnost (%) 
Biopsija kože-EM 30-89 98-100 
Biopsija kože-ACA 20-100 100 
Cerebrospinalna tekočina 5-100 100 
Sklepna tekočina 23-100 100 
Kri, serum, plazma 0-100 95-100 
 
Glavne prednosti molekularnih metod so neposredno odkrivanje povzročitelja še preden se 
pojavijo specifična protitelesa in visoko specifična identifikacija vrst borelij ter razmejitev le- 
teh v podvrste, ki so odgovorne za LB. Največjo prednost predstavlja visoka specifičnost, med 
tem ko se pomankljivost kaže v manjši občutljivosti (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b).  
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Za detekcijo B. burgdorferi sensu lato v samem kliničnem materialu, so za PCR vezane metode 
bistvenega pomena. Diagnostična občutljivost in specifičnost PCR metode sta dva 
najpomembnejša parametra, ki sta pod vplivom klinične slike, primernih kliničnih vzorcev in 
DNK ekstrakcije, determiniranih tarčnih genov za pomnoževanje, ter prisotnostjo kontaminant 
in/ali inhibitorjev (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b).  
 
2.7.3 Metoda masne spektrometrije MALDI-TOF  
 
MALDI-TOF MS stoji za kratico Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight 
Mass Spectrometry (Neuschlova in sod., 2017). Gre za tehniko masne spektrometrije, ki je 
osnovana na podlagi ionizacije v matriksu z lasersko desorpcijo. Sistem MALDI Biotyper, 
obsega masni spektrometer linearne konfiguracije (ang. linear TOF analyser) Micoflex LT z  
MALDI tehnologijo ionizacije, s pomočjo katerega identificiramo in klasificiramo 
mikroorganizme (Bruker Daltonics, 2014), vključno z bakterijami in kvasovkami (Neuschlova 
in sod., 2017).  
 
Tovrstna metoda se je v zadnjem desetletju uveljavila v sami rutinski diagnostiki, saj jo 
odlikujejo preprostost priprave samega preparata, hitrost, občutljivost, specifičnost, nizki 
stroški priprave vzorcev v primerjavi z molekularnimi in biokemijskimi metodami in 
zanesljivost (Neuschlova in sod., 2017; Bruker Daltonics, 2014).V osnovi gre za identifikacijo 
mikrobov preko t.i. molekularnega prstnega odtisa (ang. molecular fingerprint), kjer se 
karakteristični vzorec tega proteomskega prstnega odtisa uporablja za zanesljivo in natančno 
identifikacijo določenega mikroorganizma z ujemanjem na tisoče referenčnih spektrov 
posameznih mikrobnih sevov. Celoten postopek metode traja le nekaj minut, v kolikor se 
identificira posamezen vzorec in manj kot eno samo uro za 96 vzorcev, kar zagotavlja 24 ur 
hitrejšo identifikacijo v primerjavi z že obstoječimi in uporabljenimi tradicionalnimi in 
biokemijskimi metodami identifikacije mikroorganizmov. Po pridobitvi spektralnih podatkov 
in spektrov, ki ustrezajo že obstoječi knjižnici mikroorganizmov, sistem ustvari intuitivno 
poročilo za identifikacijo rezultatov za vsak vzorec posebaj. Poleg že omenjenih prednosti, 
samo metodo odlikuje tudi preprostost intrepretacije rezultatov (Bruker Daltonics, 2014).  
 
Vzorec za analizo z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF prvotno kombiniramo z t.i. 
matriksem (kisla, nereaktivna organska snov), ki z preiskovanim vzorcem ko-kristalizira ob 
nanosu na prevodno kovinsko ploščico (MALDI nosilec), ob enem pa ščiti nanos vzorca, 
absorbira ionizacijsko energijo ter predstavlja tudi vir protonov pri ionizaciji. Raztopina 
matriksa vsebuje zmes vode organskih komponent, vključno z acetonitrilom in močno kislino 
TFA (trifluoroacetat), ki raztopi sam matriks. Topila prodrejo v celično steno mikroorganizmov 
ter iz njih izločajo znotrajcelične proteine. Ko se nanos vzorca in matriksa na MALDI nosilcu 
posuši, je le-ta vnešen v samo napravo, kjer je vzorec bombardiran z kratkimi impulzi 
dušikovega laserja. Matriks absorbira lasersko energijo ob tem pa je preiskovana snov uparjena 
in ionizirana v plinski fazi (Neuschlova in sod., 2017; De Carolis in sod., 2014; Singhal in sod., 
2015). Desorpcija in ionizacija opravljena z laserskim žarkom ustvarja protonirane ione, ki  
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pospešeno potujejo do detektorja, ki poda razmerje med maso (m) in nabojem (z) m/z. Razmerje 
je izračunano na podlagi časa iona, potrebnega za prepotovanje dolžine vakuumskega cevastega 
stolpa preko TOF analizatorja. Na podlagi TOF analizatorja je ustvarjen molekularni prstni 
odtis, ki je esencialen za nadaljno analizo vzorca. Manjši ioni potujejo hitrejše kot večji, na 
podlagi tega pa računalnik ustvari masni spekter, ki ga primerja s samim spektrom oz. profilom, 
ki je ustvarjen v podatkovni knjižnici (unikaten masni spekter) ter identificira določen 
mikroorganizem do nivoja ustreznega identifikacijskega nivoja (vrsta, rod, neustrezna 
identifikacija). Slika 11 prikazuje potek analize vzorca z metodo MALDI-TOF (Singhal in sod., 
2015).  
 
 
Slika 11: Potek dela na napravi MALDI-TOF (Singhal in sod., 2015) 
 
Za identifikacijo mikroorganizma do nivoja vrste se uporablja tipičen masni razpon (m/z) 
biomarkerjev, od 2 do 20 kDa velikih ribosomalnih proteinov, DNK in RNK vezavnih 
proteinov, stresnih proteinov, skupaj z določenimi proteini gospodinjskih genov, vsi skupaj pa 
zagotavljajo zelo dobro občutljivost. Značilen vzorec ribosomalnih proteinov, ki predstavljajo 
60-70 % suhe mase mikrobnih celic, je potreben za identifikacijo določenih mikroorganizmov 
preko ujemanja njihovih vzorcev in vzorcev ribosomalnih proteinov iz podatkovne knjižnice 
(De Carolis in sod., 2014; Singhal in sod., 2015). Za identifikacijo mikroorganizmov do nivoja 
vrst ali rodu zadošča minimalen nanos vzorca (104–106 CFU), kar ustreza eni zajeti ezi, preko 
katere kolonije nanesemo na nosilec. Možen je tudi nanos iz celičnih lizatov ali surovih celičnih 
ekstraktov (Wieser in sod., 2012).  
 
2.7.3.1 Računalniška identifikacija mikroorganizmov  
 
Prvi MALDI-TOF sistem za mikrobno identifikacijo, imenovan MALDI Biotyper je bil razvit 
s strani podjetja Bruker Daltonics. Vseboval je osnovno platformo programske opreme za 
analizo vzorcev ter bazo podatkov (Singhal in sod., 2015). 
 
MALDI Biotyper Compass je program, ki identificira mikroorganizme s primerjavo podobnih 
spektrov in jih v nadaljevanju klasificira. Tovrstni program ovrednoti rezultate glede na 
frekvenco samih spektrov oz. njihovih vrhov (ang. peaks), njihovo lego in jakost, saj izračuna 
v kolikšni meri se vrhovi spektrov ujemajo z močjo signala. Rezultate ovrednoti v obliki števil, 
ob čemer je največji rezultat, ki nam ga program lahko poda vrednost 3. Ob rezultatu, ki je enak  
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2 ali sega preko te vrednosti, lahko govorimo o identifikaciji do vrstnega nivoja. V kolikor se 
rezultati gibajo med vrednostima 1,7 in 2 pa gre za zanesljivo identifikacijo do nivoja rodu 
(Wieser in sod., 2012; Clark in sod., 2013; Bruker Daltonics, 2014).  
 
2.7.3.2 Metoda masne spektrometrije MALDI-TOF in identifikacija borelij 
 
Boyer in sod. (2017) navajajo, da se je zaradi samega uspeha metode masne spektrometrije 
MALDI-TOF, začela le-ta uveljavljati tudi za identifikacijo spirohet-med njimi tudi borelij, v 
prid dokazom LB, a se je za to predhodno morala ustvariti podatkovna baza oz. knjižnica za  
borelije, ki še ni bila dostopna. Calderaro in sodelavci (2014) so ustvarili podatkovno bazo za 
borelije, ki je bila osnovana na podlagi spektrov referenčnih sevov (B. afzelii, B. garinii in B. 
burdgorferi sensu stricto) borelij. Ustvarjen je bil tudi dendrogram, ki so ga primerjali z 
filogenetskimi drevesi, osnovanimi na podlagi molekularnih metod (DNK-DNK hibridizacija, 
RFLP, analiza multilokusnega zaporedja). Ugotovili so, da je identifikacija borelij z metodo 
masne spektrometrije MALDI-TOF veliko hitrejša, stroškovno ugodnejša, izvedbeno lažja in 
popolnoma zanesljiva v primerjavi z že obstoječimi tipizacijskimi metodami. Pogoj zanesljive 
identifikacije borelij predstavlja čistost borelijske DNK pri pripravi vzorca.  
 
2.7.3.3 Omejitve metode 
 
Pri identifikaciji je izjemno pomemben nanos čiste kulture. Za uspešno identifikacijo zadošča 
že majhna količina supernatanta, neuspeh analize pa je lahko posledica nenatančnega dela. 
Nujno potrebno je preprečiti prelivanje matriksa med različnimi vzorci, sicer je možna 
kontaminacija in zato nepravilen rezultat identifikacije. Na kvaliteto analize lahko vpliva tudi 
shranjevanje v hladilniku. Eno od omejitev predstavlja tudi pomankljiva podatkovna knjižnica, 
ki morda ne vsebuje vseh znanih mikroorganizmov za identifikacijo le-teh, prav tako pa 
identifikacija nekaterih vrst ni optimalna (npr. Streptococcus pneumoniae in α-hemolitični 
streptokoki, Haemophillus spp., Acinetobacter spp.) (Bruker Daltonics, 2014).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Znotraj raziskave smo z dvema različnima metodama (MluI-LRFP in MALDI-TOF) opredelili 
seve borelij izoliranih iz humanih vzorcev bolnikov v Sloveniji. Prav tako smo rezultate obeh 
metod ovrednotili in sami metodi med seboj primerjali. Predhodno smo se poslužili tudi same 
tehnike kultiviranja, kar predstavlja najpomembnejši del za nadaljno izolacijo oz. osamitev 
samih borelij ter identifikacijo kliničnih vzorcev. 
 
3.1 MATERIAL 
 
Za namen našega raziskovalnega dela smo uporabili klinične izolate borelij, ki pripadajo zbirki 
Laboratorija za diagnostiko borelioze in leptospiroze Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo 
Medicinske fakultete v Ljubljani. Izolati so pripadali vzorcem bolnikov, kateri so preko 
različnih bolnišnic po Sloveniji bili poslani na inštitut, naš namen pa je bil opredeliti izolirane 
borelije.  
 
3.1.1 Vzorci bolnikov  
 
V sklopu magistrskega raziskovalnega dela smo testirali 93 borelij iz kliničnih vzorcev. Vzorci 
so izhajali iz različnih kužnin; krvi, likvorja in kože. Le-ti so bili poslani iz različnih slovenskih 
bolnišnic v odbobju med leti 1998 in 2018. Borelije so bile izolirane, identificirali pa smo jih z 
metodo MluI-LRFP. Po končani genotipizacijski metodi smo vzorce, ki smo jih preko MluI-
LRFP metode identificirali, v nadaljne primerjali z identifikacijsko metodo, ki sloni na masni 
spektrometriji, metodo MALDI-TOF. Vzorce bolnikov iz katerih smo osamili borelije 
prikazuje preglednica 7.  
 
Preglednica 7: Prikaz števila kliničnih vzorcev selekcioniranih po kužninah, ki so prišli v poštev za identifikacijo 
borelij lymske borelioze 
 
Kužnina Število kliničnih vzorcev 
Kri 3 
Likvor 13 
Koža 77 
Skupaj 93 
 
3.1.2 Material za kultivacijo borelij 
 
Oprema 
• Mikroskop 
• Termoblok 
 
Material 
• Epruvete 
• Filter s premerom por 0,22µm 
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• Pipete z nastavki 
 
Kemikalije 
• Deonizirana voda 
• Gojišče za kultivacijo in izolacijo borelij 
 
Borelije smo izolirali v modificiranem Kelly-Pettenkofer/Preac (MPK) gojišču, ki je sestavljen 
iz naslednjih esencialnih sestavin: 
• Osnovno gojišče 
• 7 % želatina, avtoklavirana na 115 °C/15 minut 
• Zajčji serum, inaktiviran na 56 °C/30 minut 
• 35 % goveji serumski albumin  
 
3.1.3 Material za pripravo kulture za MluI-LRFP 
 
Oprema 
• Vorteks 
• Centrifuga 
 
Material 
• Pipete z nastavki  
• Mikrocentrifugirke 
 
Kemikalije 
• Kulture borelij 
• TN (Tris-NaCl) pufer za spiranje  
• 15 % glicerol za shranjevanje 
 
3.1.4 Material za izolacijo DNK v agarozne kocke  
 
Oprema 
• Centrifuga  
• Spektrofotometer   
• Hladilnik  
• Stresalnik 
 
Material 
•  Modelčki za vlivanje agaroznih kockic  
• Epruvete  
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Kemikalije 
• ''low melting point'' agaroza 
•  Kulture borelij 
•  Pufer za lizo borelij (1 M NaCl; 20mM Tris-HCl (pH 8,0); 0,1 M EDTA; 0,5 % Brij58; 0,2  
% Deoksiholat; 0,5 % N-laurilsarkozin; RNA-za 10 μg/ml; lizocim 1 mg/ml)  
•  Pufer za digestijo (20 mM Tris-HCl (pH 8,5); 466 mM EDTA, 1 % N-laurilsarkozin;   
proteinaza K 0,5 mg/ml)  
•  Pufer TN (10 mM Tris-HCl (pH 7,6); 1 M NaCl)  
•  Pufer TE (10 mM Tris (pH 8,0); 10 mM EDTA)  
 
3.1.5 Material za restrikcijo borelijske DNK z encimom MluI 
 
Oprema 
• Termoblok  
• Hladilnik 
 
Material 
• Eppendorfke 
 
Kemikalije 
• Agarozna kocka z borelijsko DNK iz vsakega kliničnega izolata 
• Encim MluI 
• Pufer TE (10Mm Tris (pH 8,0); 10mM EDTA) 
• Pufer za encim MluI (10X pufer H: 500 mM Tris-HCl (pH 7,5; 100 mM MgCl2, 1000 mM 
NaCl, 10 mM dithithreitol DTT) 
• Sterilna voda 
 
3.1.6 Material za elektroforezo v pulzirajočem polju 
 
Oprema 
• Sistem za elektroforezo v pulzirajočem polju (BioRad) 
• Foto-dokumentacijski sistem (GelDoc, BioRad)  
 
Material 
• Kadička 
• Glavnički 
• Pinceta 
 
Kemikalije 
• Agaroza ''in cert'' 
• Pufer TBE (0,89 M Tris; 0,89 M borova kislina; 0,02 EDTA) 
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• Etidijev bromid (0,05µg/ml) 
• Označevalec molekulske mase 50-1000 kb (Sigma, D-2416) 
 
3.1.7 Material za masno spektrometrijo MALDI-TOF 
  
Oprema 
• MALDI-TOF naprava 
• Centrifuga 
• Vorteks 
• Računalnik 
 
Material  
• Staničevina 
• Mikrocentrifugirke 
• Pipete 
• Nastavki za pipetiranje 
• MALDI-TOF ploščica za nanos vzorcev (prevodna kovinska ploščica) 
 
Kemikalije 
• Sterilna voda 
• Etanol-absolutni in 70 % 
• Mravljična kislina 
• Acetonitril 
• Trifluoroacetat (TFA) 
• Matriks (HCCA) 
• Izolati borelij kliničnih vzorcev 
 
3.1.8 Shranjevanje reagentov za masno spektrometrijo MALDI-TOF 
 
• Matriks (HCCA)-neraztopljen: -20 °C 
• Matriks (HCCA)-raztopljen: sobna temperatura, nekaj dni 
• Trifuloroacetat (TFA): sobna temperatura 
• Acetonitril: sobna temperatura 
• Mravljična kislina: sobna temperatura 
• Absolutni etanol: sobna temperatura 
• 70 % etanol: sobna temperatura 
• Sterilna voda: sobna temperatura 
• Bakterijski standard (BTS): alikvote po 5 µl shranjujemo na -20 °C 
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3.2 METODE 
 
V nadaljevanju so opisane metode, ki smo jih uporabili za izolacijo in identifikacijo borelij LB.  
 
3.2.1 Kultivacija 
 
V laboratoriju za boreliozo in leptospirozo dnevno sprejmejo vzorce različnih vrst kužnin. S 
pravilnim transportom so kužnine dostavljene v laboratorij in pripravljene za nadaljno 
obdelavo. Kultivacija in izolacija borelij iz kužnin poteka na bogatem MPK gojišču in traja 
približno 9 tednov. Vsaj 1 uro pred pripravo gojišča je potrebno vse sestavine gojišča postaviti 
v termostat (33 °C), da dosežejo enako temperaturo, saj se želatina se pri nižjih temperaturah 
lahko strdi. Celotno gojišče za kultivacijo borelije MPK lahko shranimo vsaj 6 mesecev pri 4 
°C (Ružić-Sabljić in sod., 2017).  
 
Gojišče smo prelili v 7 ml epruvete za kultivacijo borelij tako, da smo jih filtrirali z 0,22 µm 
filtrom. Vsako posamezno serijo gojišča smo testirali na sterilnost (pustili smo jih 24 ur v 
termostatu) in kontaminirana gojišča odstranili. Borelijsko kulturo, ki se je prehodno nagojila, 
smo nacepili v sveže gojišče MPK. Potrebovali smo 10 gojiščnih epruvet in kulturo inkubirali 
na 33 °C, ter kontrolirali rast borelij. Indikator rasti borelij v gojiščnih epruvetah je bila 
sprememba barve gojišča iz roza (osnovna barva MPK gojišča) v rumeno. V kolikor bi se 
kulture kontaminirale, bi jih odstranili. Kontaminacija borelijskih kultur se kaže v motnosti 
rumenega gojišča s specifičnim vonjem (Ružić-Sabljić in sod., 2017).  
 
Vsako gojiščno epruveto v kateri so se inkubirali klinični vzorci, smo enkrat tedensko preverili 
v temnem polju. Kapnili smo kapljico vzorca na objektnik in počez nastavili krovnik. V kolikor 
so borelije bile prisotne, smo jih videli v temnem polju, kar pomeni, da smo pod mikroskopom 
zaznali premikajoče se spirohete. 
 
3.2.2 MluI-LRFP: metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov in 
elektroforeza v pulzirajočem električnem polju 
 
Ena od metod karakterizacije B. burgdorferi sensu lato, katere smo se poslužili je tudi PFGE 
po že narejeni restrikciji genomske DNK z encimom MluI. S tovrstno metodo smo določili vrsto 
samih borelij, prav tako tudi podtipe vrst B. afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto 
(Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). 
 
3.2.2.1 Priprava kulture za MluI-LRFP 
  
Borelije smo namnožili v 10 gojiščnih epruvet. Po enem tednu smo gojiščne epruvete z 
borelijami združili skupaj in jih centrifugirali. Po 15 minutnem centrifugiranju na 10.000 
obratov/minuto so se borelije posedle na dno. Nato smo odlili supernatant in dodali TN (Tris-
NaCl) pufer, za spiranje borelij, ter mešanico vorteksirali. Po prvem centrifugiranju nam je ostal 
le sediment, ki je predstavljal borelije. Postopek smo ponovili trikrat. Nato so bili vzorci borelij  
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pripravljeni za nadaljno obdelavo. Del izoliranih borelij smo shranili na - 70 °C z 15 % 
glicerolom v razmerju 1/3 glicerola in 2/3 kulture. 
  
3.2.2.2 Izolacija borelijske DNK v agarozne kocke 
 
Po predhodnjem spiranju vzorcev s TN pufrom smo določili koncentracijo borelij s 
spektrofotometrom. Optimalna koncentracija borelij ustreza vrednosti 1.0 pri OD595. Med tem 
smo si pripravili 2 % ''low melting point'' agarozo (GIBCO) v pufru TN ter premešali enako 
količino vzorca in agaroze. Vse skupaj smo pustili na 50 °C. Sledilo je vlivanje v modelčke. Po 
vlivanju smo mešanico pustili v modelčkih v hladilniku za 30 minut, kar je dovolj časa, da se 
nam je agaroza strdila. Med tem časom smo si pripravili pufer za lizo borelij in strjene kockice 
gela namestili v pufer ter inkubirali 24 ur pri 37 °C na stresalniku, nastavljenem na 80-100 
obratih/minuto. Zatem smo kockice sprali s TE pufrom in pripravili pufer za digestijo borelij 
ter kockice gela vrgli v pufer in inkubirali 72 ur pri 50 °C na stresalniku (80-100 
obratov/minuto). Sledilo je spiranje petkratno spiranje v TE pufru po 1 uro. Vzorce smo shranili 
v TE pufru na 4 °C.  
 
3.2.2.3 Restrikcija z encimom MluI 
 
Najprej smo pripravili 1X pufer za encim (GIBCO) v eppendorfki. Zmešali smo 225µl 
destilirane vode in 25 µl 10X pufra. Nato smo dodali kockico gela (koraki opisani pod točko 
3.2.2.1) in inkubirali pri sobni temperaturi 1 uro. Zatem smo odstranili 1X pufer, ter pripravili 
2X pufer z encimom MluI (GIBCO) tako, da smo zmešali 197,5 µl vode, 50 µl 10X pufra in 
2,5 µl encima MluI. Nato smo dodali kockico gela, ki je vseboval borelije in inkubirali pri 37 
°C 24 ur. Zatem smo odstranili pufer z encimom ter še enkrat sprali s TE pufrom. Tako so bili 
vzorci že priravljeni za PFGE, nato pa smo jih v TE pufru shranili v hladilnik.  
 
3.2.2.4 Priprava agaroznega gela za elektroforezo v pulzirajočem električnem polju 
 
Za pripravo 1 % gela za PFGE smo najprej zatehtali 2 g tako imenovane ''in cert'' agaroze ter 
dodali 190 ml vode in 10 ml 10X TBE pufra. Nato smo mešanico skuhali in pustili, da se delno 
ohladi na sobni temperaturi. Narejeni gel smo vlili v model z glavnikom in ga pustili, da se v 
modelčku do konca ohladi. V nadaljevanju smo potrebovali 0,5X TBE pufer, ki smo ga naredili 
iz 1900 ml vode z dodanimi 100 ml 10X TBE pufra. Pufer smo nalili v kadičko za elektroforezo 
in ga pustili, da se ohladi do 14 °C.  
 
3.2.2.5 Izvajanje elektroforeze v pulzirajočem električnem polju 
 
Vzorci za PFGE so torej bile kockice gela z prej razrezano borelijsko DNK. Ko se je gel za 
elektroforezo strdil, smo s pinceto vzorce in standard molekulske mase previdno položili v 
luknjice gela za elektroforezo, istočasno pa smo izpolnili obrazec o vzorcih. Vse vzorce smo 
 
 
33 
Honsić I. Identifikacija borelij lymske borelioze z metodo MALDI-TOF.                                                                                   
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
 
prelili z 1 % agarozo, ki smo jo predhodno postavili v termoblok za 1 uro pri 90 °C, da se 
utekočini, po prelitju pa smo počakali, da se strdi. Gel za elektroforezo smo vzeli iz modelčka 
in ga potopili v kadičko z že prej omenjenim ustreznim pufrom (TBE).   
 
PFGE je potekala v 0,5X TBE pufru pri temperaturi 14 °C, njeni pogoji pa so ustrezali pogojem 
v preglednici 8.  
 
Preglednica 8: Pogoji elektroforeze za identifikacijo borelij 
Pogoji elektroforeze  
Čas 30 ur 
Utripajoče električno polje 1 do 40 sekund 
Jakost toka 6V/cm 
Kot 120 stopinj 
Temperatura 14 stopinj 
 
Po končani PFGE smo gel postavili v plastično kadičko in ga prelili z etidijevim bromidom 
koncentracije 0,5 mg/l. Barvali smo ga v temi dobrih 20 minut. Po končanem barvanju smo 
etidijev bromid prelili nazaj v steklničko in ga shranili za naslednjič. Gel smo nato poslikali v 
fotodokumentacijskem sistemu in sliko priložili obrazcu. Zardi možnega stika z etidijevim 
bromidom smo morali delati v rokavicah. Ob prisotnosti borelijske DNK je bila fluorescenca 
močna. Borelijsko vrsto in njeno podvrsto smo določili glede na velikost fragmentov, ki so 
prikazani v preglednici 5.    
 
3.2.3 Metoda masne spektrometrije MALDI-TOF 
 
Borelijske izolate, ki smo jih ovrednotili do nivoja vrste in podvrste z metodo MluI-LRFP, smo 
shranili v skrinji na -70 °C. Za ovrednotenje le-teh vzorcev z metodo MALDI-TOF, smo jih 
odmrznili za nadaljne raziskovalno delo ter izvedli ekstrakcijo borelijske kulture z mravljično 
kislino. Za identifikacijo borelij s tovrstno metodo, smo morali najprej ustvariti knjižnico za 
borelije na podlagi masnih spektrov. 
 
3.2.3.1 Ekstrakcija kulture z mravljično kislino 
 
Borelijske izolate oz. kulture, ki smo jih odmrznili in kultivirali za nadaljno raziskavo, smo 
najprej centrifugirali 10 minut na 10.000 obratov/minuto, da so se celice posedle, nato odstranili 
supernatant. V 1,5 ml mikrocentrifugirkah smo si pripravili 300 µl sterilne vode h kateri smo 
dodali sediment, ki nam je ostal po 10 minutnem centrifugiranju borelijskih izolatov ter 
vorteksirali eno minuto, da je raztopina postala homogena. Za tem smo dodali 900 µl 
absolutnega etanola in prav tako vorteksirali 1 minuto. Raztopino smo nato centrifugirali 2 
minuti na 13000 obratov/minuto in z pipeto odstranili supernatant ter ponovno centrifugirali 2 
minuti/13000 obratov/minuto ter zopet odstranili preostali supernatant. V novi 
mikrocentrifugirki smo si pripravili 70 % raztopino mravljične kisline tako, da smo 30 µl  
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sterilne vode dodali 70 µl mravljične raztopine in raztopino vorteksirali. Za tem smo pelet 
resuspendirali v 50 µl 70 % mravljične raztopine in dodali 50 µl acetonitrila. Raztopino smo 
premešali s pipetiranjem in nato še z vorteksiranjem. Sledil je korak centrifugiranja za 2 minuti 
na 13000 obratov/minuto, za tem pa smo odstranili preostali supernatant in 1 µl sedimenta 
enakomerno nanesli na MALDI nosilec, počakali da se posuši in dodali še 1 µl matriksa ter 
opravili analizo (Bruker Daltonics, 2014).  
 
3.2.3.2 Priprava matriksa 
 
V 1,5 ml mikrocentrifugirki smo si najprej pripravili standardno raztopino. Zmešali smo 475 µl 
sterilne vode, 25 µl 100 % trifluoroacetata (TFA) in 500 µl acetonitrila. Standardno raztopino 
smo nato premešali z vorteksiranjem. Nato smo 250 µl standardne raztopine odpipetirali v 
mikrocentrifugirko z matriksom (HCAA) in matriks vorteksirali na sobni temperaturi, da se je 
HCCA popolnoma raztopil, kar je trajalo nekaj minut. Končna koncentracija raztopine matriksa 
je bila 10 mg HCCA/ml (Bruker Daltonics, 2014). 
 
3.2.3.3 Priprava pozitivne kontrole 
 
Pozitivna kontrola t.i. BTS pri metodi MALDI-TOF predstavlja izvleček E. coli DH5alpha. 
Vanj smo odpipetirali 50 μl standardne raztopine za pripravo matriksa, nato pa raztopino  
premešali z resuspendiranjem. Sledila je inkubacija za 5 minut na sobni temperaturi in ponovno 
resuspendiranje nastale raztopine. Ko se je standard raztopil, smo ga razdelili v epice po 5 µl v 
vsako in shranili na –18 °C (Bruker Daltonics, 2014). 
 
3.2.3.4 Priprava vzorcev 
 
Na MALDI nosilec smo nanesli 1 µl supernatanta borelijskih izolatov, ki smo jih predhodno 
očistili z metodo ekstrakcije kulture z mravljično kislino, da smo dobili popolnoma čisto 
borelijsko DNK. Ko se je nanos 1 µl kulture posušil (po nekaj minutah), smo na naš vzorec 
nanesli 1 µl matriksa (HCCA) in ga enakomerno in previdno raznesli po vzorcu. Ko se je 
kompleks matriks-vzorec dokončno posušil, je bil vzorec pripravljen za nadaljno analizo in 
vstavek v napravo MALDI-TOF (Bruker Daltonics, 2014). 
 
3.2.3.5 Kalibriranje naprave MALDI-TOF  
 
Za kalibriranje naprave in metode MALDI-TOF potrebujemo pozitivno kontrolo BTS. 
Zamrznjen BTS, ki ga hranimo na -18 °C smo odmrznili na sobni temperaturi v približno 5 
minutah. Odmrznjen BTS smo nato ročno premešali s hitrimi gibi, nato pa postavili v centrifugo 
za 5-10 sekund na 13.000 obratov/minuto. Vsak alikvot BTS vsebuje dovolj materiala za 
zapolnjene 4 prostorčke na MALDI ploščici. Z pipeto smo 1 µl BTS razporedili na 4 izbrana 
mesta na MALDI nosilec in počakali, da so se vsa zapolnjena mesta ustrezno posušila, nato pa 
dodali 1 µl matriksa HCCA na že nanešen BTS. Ko se je celoten kompleks  BTS-HCCA posušil, 
smo MALDI ploščico vstavili v napravo in začeli s kalibracijo. Po vstavitvi MALDI nosilca  
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smo odprli program flexControl za merjenje in kalibracijo. Za uspešno kalibracijo mora naprava 
MALDI-TOF ustvariti vsaj 6 x 40 (torej 240) laserskih strelkov oz. posnetkov na različnih 
mestih, na katerih je nanešen BTS. Izvršili smo ukaz AutoXecute in Run method on current 
spot, nato kliknili na ukaza Single Buffer, ki omogoča ukaz Sum Buffer za prikaz premerjenih 
spektrov. Sledila je poravnava dobljenih spektrov z ukazom Smooth Spectrum ter ukaz 
Calibration. Nadeljevali smo z ikono Automatic Assign, ki samodejno izbere pravilno 
kalibrirane vrhove, le-ti pa ne smejo odstopati za več kot 300 ppm od njihovih referenčnih 
masnih spektrov. V kolikor je prišlo do odstopanj od referenčnih spektrov smo morali postopek 
ponoviti. Ko smo dobili ustrezne spektre za BTS, ki so ustrezali masnem intervalu referenčnih 
spektrov, smo izvršili ukaz Apply in Save Method As ter ukaz potrdili. S tem smo naše dobljene 
BTS spektre shranili in uspešno opravili kalibracijo naprave in metode MALDI-TOF (Bruker 
Daltonics, 2014).  
 
3.2.3.6 Ustvarjanje podatkovne knjižnice za borelije z ustreznimi masnimi spektri 
 
MALDI nosilec je bil po nanosu vzorcev, matriksa ter bakterijskega standarda pripravljen za 
ustvarjanje borelijske knjižnice. Mesto ki je bilo zapolnjeno z bakterijskim standardom, 
(situiranim na končnih mestih ploščice) je aparat premeril trikrat, nato pa začel z ustvarjanjem 
spektrov za naše borelijske izolate. Premerjanje in ustvarjanje spektrov bakterijskega standarda 
BTS je nujno za kalibracijo in kontrolo kakovosti metode. Za vsak referenčni izolat smo morali 
dobiti od 24 do 30 masnih spektrov, ki so služili kot referenca za nadaljno analizo oz 
identifikacijo borelij. Na MALDI nosilec smo nanesli 10 do 12 ponovitev vsakega referenčnega 
izolata borelij, vsako serijo borelijskega izolata (10 do 12 ponovitev) pa je aparat prestrelil v 
treh ponovitvah, da smo dobili do 36 spektrov za vsak borelijski izolat. Tako smo dobili 
referenčne spektre za vsak posamezen borelijski izolat, ter jih shranili na računalniku. Na novo 
pridobljene borelijske kompozitne masne spektre smo obdelali v programu FlexAnalysis preko 
ukaza flexControl in Biotyper OC-MSP creation v flexAnalysis programu, kamor smo uvozili 
spektre naših referenčnih izolatov tako, da smo izvedli ukaz na ikoni, ki je predstavljala mapo 
z našimi datotekami. Za tem se nam je odprlo okno, kjer smo lahko z izbiro določenega seva 
tudi tovrsten sev uvozili v ta program. Ob ukazu Open smo dobili nabor spektrov za določen 
sev. Ob odkljukanju določenih sevov, so se nam njihovi spektri izrisali na delavnem polju. 
Sledil je korak, kjer smo označili vse seve, ki smo jih želeli urejati in izvedli ukaza Smooth in 
Baseline Substraction. Tu je prišlo do poravnave vseh sevov z ustreznimi spektri in na podlagi 
le-teh smo lahko nadaljevali z urejanjem spektrov. Izločili smo vse spektre, katerih vrhovi so 
odstopali od povprečja za več kot 500 ppm. Izbrane masne spektre smo poimenovali z imenom 
pripadajočega referenčnega izolata oz. seva in jih vnesli v podatkovno knjižnico. Izdelali smo 
tako imenovane kompozitne spektre, ki smo jih urejali v MALDI Biotyper Compass Explorer 
programu, kjer smo jih vnesli po samem urejanju in jih zasidrali v knjižnico preko ukazov Add 
spectra, MSP creation in Create. Učinkovitost na novo ustvarjene podatkovne knjižnice smo 
preverili tako, da smo ponovno analizirali referenčne izolate, ki smo jih vnesli v borelijsko 
knjižnico (Bruker Daltonics, 2014). 
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3.2.3.7 Računalniška analiza borelijskih izolatov 
 
Na MALDI nosilec smo nanesli vse borelijske izolate, ki smo jih predhodno očistili z 
mravljično kislino z ustreznim matriksom. Ko smo MALDI nosilec vnesli v napravo MALDI-
TOF, smo lahko izvedli računalniško analizo. Najprej smo na namizju odprli MBT Compass in 
flexControl in na začetni strani kliknili ukaz Home. Vnesli smo številko MALDI nosilca (vsak 
MALDI nosilec ima svojo protokolno številko) in kliknili ukaz Run. Odprlo se nam je okno, 
kjer smo lahko označili polja, ki so prišla v poštev za analizo. Ko smo se postavili v začetno 
polje, smo z desnim klikom na miški označili Make Initial Position. Protokolno številko 
MALDI nosilca smo vnesli ročno. Ko smo vnesli vse podatke o vseh pozicijah na MALDI 
nosilcu smo izvršili ukaz Save Run in tako same podatke tudi shranili. Zopet smo odprli Home 
pozicijo, kjer smo med tremi ikonami izbrali skrajno desni ukaz Open Run in začeli z analizo 
preko ukaza Start Measurment. Ko je bila analiza končana smo natisnili rezultate z ukazom 
Report Run (Bruker Daltonics, 2014). Slika 12 prikazuje primer ujemanja masnega spektra 
borelijskega izolata z predhodno ustvarjenim kompozitnim spektrom za borelijsko podatkovno 
knjižnico.  
 
 
Slika 12: Ujemanje spektra vzorca Borrelia afzelii z referenčnim spektrom za isto vrsto borelije iz predhodno 
ustvarjene podatkovne knjižnice. Zgornji del grafa, obarvan rdeče, zeleno in oranžno opisuje vrednosti spektrov 
borelije, katero smo hoteli tipizirati. Spodnji del grafa prikazuje referenčen borelijski spekter, ki smo ga uporabili 
za podatkovno knjižnico. Zelena barva pojmuje popolno ujemanje spektrov, oranžna barvo delno ujemanje in 
rdeča barva neujemanje (Bruker Daltonics, 2014) 
3.2.3.8 Čiščenje MALDI nosilca 
 
Po analizi borelijskih izolatov z metodo MALDI-TOF smo morali MALDI nosilec tudi očistiti, 
da je bil pripravljen za nadaljno uporabo. MALDI nosilec smo očistili s 70 % etanolom in ga 
pustili na sobni temperaturi za 5 minut. Nato smo ga sprali pod tekočo vodo in obrisali s 
staničevino. Ponovno smo nanesli 70 % etanol in pobrisali s staničevino, ter sprali pod tekočo  
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vodo in zopet obrisali s staničevino. Na MALDI nosilec smo nato odpipetirali 100 µl 80 % 
trifluoroacetata in ga očistili s staničevino, sledilo pa je spiranje z deionizirano vodo. Obrisali 
smo ga s staničevino in ga pustili 15 minut na sobni temperaturi, da se je popolnoma osušil. 
Očiščen MALDI nosilec smo shranili v pripadajočo škatlo (Bruker Daltonics, 2014).   
 
3.2.3.9 Opredelitev rezultatov 
 
Rezultate smo opredelili na osnovi podatkov prikazanih v preglednici 9. 
 
Preglednica 9: Prikaz opredelitve rezultatov metode masne spektrometrije, ki je osnovana na podlagi ionizacije v 
matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF) 
 
Ocena za stopnjo 
identifikacije 
 
 
Stopnja identifikacije 
 
Oznaka 
 
Barva 
2.300-3.000 Zelo zanesljiva 
identifikacija do nivoja 
vrste 
+++ Zelena 
2.000-2.299 Zelo zanesljiva 
identifikacija do nivoja 
rodu, zanesljiva 
identifikacija do nivoja 
vrste 
++ Zelena 
1.700-1.999 Identifikacija do nivoja 
rodu 
+ Rumena 
0.000-1.699 Nezanesljiva 
identifikacija 
- Rdeča 
 
Po ustvarjenih referenčnih spektrih, smo le-te vnesli v program BioNumerics, ki nam je izrisal 
MSP dendrogram (ang. main spectra profiles) oz. filogenetsko drevo. MSP dendrogram je 
slonel na podatkih, ki smo jih skrbno zbrali v Microsoft Excellovo tabelo, ta pa je vsebovala  
protokolno številko izolata, vrsto kužnine (koža, likvor, kri), informacijo o vrsti borelije, ki  
smo jo pridobili z metodo polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov in temperaturo 
taljenja.  
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4 REZULTATI 
 
V nadaljevanju so opisani rezultati identifikacije borelijskih izolatov, ki smo jih pridobili z 
metodama MluI-LRFP in MALDI-TOF.  
 
4.1 REZULTATI IDENTIFIKACIJE BORELIJSKIH IZOLATOV Z METODO MluI-LRFP 
 
Z metodo MluI-LRFP smo lahko tipizirali oz. identificirali 93 kliničnih izolatov, jim določili 
vrsto in podvrsto. Od vseh 93 izolatov so 3 klinični izolati izhajali iz krvi, 13 jih je izhajalo iz 
likvorja ter 77 kliničnih izolatov je izhajalo iz kože bolnikov z LB. Izolate smo identificirali do 
vrste. Po koncu elektroforeze v pulzirajočem električnem polju smo dobili gel, na katerem so 
se pojavili različno dolgi fragmenti, ki so ustrezali določenem podtipu borelije, kar pomeni da 
smo lahko borelije razlikovali med seboj na podvrstnem nivoju. Klinični izolati so izhajali iz 
različnih kliničnih slik, prevladovale pa so kožne spremembe. Procentualnost borelijskih vrst 
in njenih podtipov je navedena v preglednici 10. Glede na to, da smo lahko okarakterizirali vse 
izolate, je bila metoda 100 % uspešna. Celotni podatki o identifikaciji posameznih kliničnih 
izolatov z metodo MluI-LRFP so navedeni v prilogi 1, nekateri vzorci pa so prikazani na sliki 
13. Od vseh 77 izolatov iz kože je kar 55 izolatov pripadalo vrsti B. afzelii, od vseh 13 izolatov 
iz likvorja pa je kar 10 izolatov pripadalo vrsti B. garinii. Izjemno malo je bilo izolatov iz krvi 
in prav tako je bilo izjemno malo izolatov, ki so pripadali vrsti B. burgdorferi sensu stricto. 
 
Preglednica 10: Različne borelijske vrste in njihovi ustrezni podtipi, ki smo jih določili preko metode  
polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (MluI-LRFP) izolirani iz različnih kliničnih izolatov 
 
Borelijska vrsta in njen 
podtip 
Število 
pripadajočih 
izolatov iz krvi 
Število 
pripadajočih 
izolatov iz kože 
 
Število 
pripadajočih 
izolatov iz 
likvorja 
Število 
pripadajočih 
izolatov iz vseh 
kužnin ( %) 
 
Skupaj 
(Ʃ) 
Borrelia afzelii Mla1 2 55 2 59 (63,4) 59 
(63,4 
%) 
Borrelia garinii Mlg1 0 1 0 1 (1,05) 31 
(33,3 
%) 
Borrelia garinii Mlg2 1 19 9 29 (31,2) 
Borrelia garinii Mlg4 0 0 1 1 (1,05) 
Borrelia burgdorferi sensu 
stricto Mlb2 
0 1 1 2 (2,1)  
3 
(3,15 
%) 
Borrelia burgdorferi sensu 
stricto Mlb8 
0 
 
 
1 
 
 
0 
 
 
1 (1,05) 
 
 
Skupaj (Ʃ) 3 77 13 93 (100 %) 93 
(100 
%) 
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Slika 13: Primer gela z različno velikimi fragmenti borelijske DNK, ki ustrezajo različnim vrstam borelij in njim 
pripadajočim podtipom (Ba Mla1- Borrelia afzelii in njeni pripadajoč podtip Mla1; Bg Mlg 2 – Borrelia garinii 
in njen pripadajoči podtip 2 ; Bbss Mlb 2- Borrelia burgdorferi sensu stricto in njeni pripadajoči podtip 2 
4.2 Rezultati identifikacije borelij z metodo MALDI-TOF 
 
Izolate borelij smo želeli identificirati tudi z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF in 
posledično želeli primerjati obe tipizacijski metodi med seboj. Ker podatkovna knjižnica v 
sklopu naprave MALDI-TOF za borelije ni obstajala, smo jo pred samo identifikacijo borelij 
ustvarili sami tako, da smo vanjo vnesli 23 referenčnih borelijskih masnih spektrov. Referenčne 
borelijske spektre smo ustvarili po navodilih za delo z metodo masne spektrometrije MALDI-
TOF (Bruker Daltonics, 2014) za ustvarjanje nove knjižnice in jih uredili v programu 
FlexAnalysis.  
 
Za ustvarjanje referenčnih masnih spektrov smo uporabili 8 borelijskih sevov B. afzelii Mla1 
izoliranih iz kože in krvi, 13 sevov B. garinii Mlg2 izoliranih iz kože in likvorja, ter 2 seva B. 
burgdorferi sensu stricto Mlb2 izolirana iz kože. Podatki o referenčnih borelijskih izolatih oz. 
t.i. kompozitnih spektrih so navedeni v prilogi A. 
  
Na novo narejeni referenčni masni spektri, ki so temeljili na proteinskem profilu borelij so bili 
unikatni in niso kazali nobene tendence po ujemanju z že ustvarjenimi spektri v podatkovni 
knjižnici za identifikacijo mikroorganizmov sistema MALDI-TOF (Bruker Daltonics, 2014).   
Po ustvarjanju nove podatkovne borelijske knjižnice smo preverili ali je tovrstna podatkovna 
baza za borelije učinkovita. Naših 23 borelijskih izolatov, ki smo jih uporabili za ustvarjanje  
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referenčnih masnih spektrov borelij smo ponovno vnesli v program in pogledali ali so nalegali 
na ustvarjene referenčne masne spektre. Po uspešnem nalaganju na referenčne masne spektre, 
smo opredelili še ostalih 70 borelijskih izolatov, ki smo jih predhodno opredelili z metodo MluI-
LRFP in ovrednotili identifikacijo oz. tipizacijo borelij po navodilih za identifikacijo 
mikroorganizmov z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF na podlagi podatkov 
navedenih v preglednici 9. Rezultati identifikacije borelij metodo MALDI-TOF so prikazani v 
preglednici 11. 
 
Preglednica 11: Rezultati identifikacije borelij z metodo masne spektrometrije, ki je osnovana na podlagi ionizacije 
v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF). V preglednici so podatki o kliničnem izolatu, izvorni kužnini in 
rezultatih identifikacije z metodo MALDI-TOF ter pripadajočo oceno identifikacije  
 
Število 
Izolatov 
 
Protokolna 
številka izolata 
 
Kužnina 
Identifikacija 
borelij z 
metodo 
MALDI-TOF 
 
Ocena 
identifikacije 
1 1764/98 Koža B. afzelii 2.500 
2 1694/13 Koža B. afzelii 2.480 
3 668/14 Koža B. afzelii 2.480 
4 326/17 Koža B. afzelii 2.480 
5 750/12 Koža B. afzelii 2.450 
6 2567/13 Koža B. afzelii 2.440 
7 723/11 Koža B. afzelii 2.440 
8 1337/11 Koža B. afzelii 2.440 
9 896/13 Koža B. afzelii 2.440 
10 788/12 Koža B. afzelii 2.440 
11 2133/12 Koža B. afzelii 2.440 
12 337/15 Kri B. afzelii 2.430 
13 2179/12 Koža B. afzelii 2.430 
14 1045/12 Koža B. afzelii 2.400 
15 2402/12 Koža B. afzelii 2.400 
16 644/13 Koža B. afzelii 2.400 
17 1074/11 Koža B. afzelii 2.390 
18 157/13 Koža B. afzelii 2.390 
19 1378/11 Koža B. afzelii 2.390 
20 1675/14 Koža B. afzelii 2.340 
21 2752/12 Koža B. afzelii 2.340 
22 627/15 Koža B. afzelii 2.330 
23 2174/12 Koža B. afzelii 2.330 
24 3079/13 Koža B. afzelii 2.310 
25 2191/11 Koža B. afzelii 2.270 
26 813/15 Koža B. afzelii 2.270 
27 2038/11 Koža B. afzelii 2.260 
28 1801/14 Likvor B. afzelii 2.260 
29 2188/11 Koža B. afzelii 2.260 
30 2487/10 Koža B. afzelii 2.260 
31 892/16 Koža B. afzelii 2.260 
Se nadaljuje... 
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Nadaljevanje preglednice 11: Rezultati identifikacije borelij z metodo masne spektrometrije, ki je osnovana na 
podlagi ionizacije v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF). V preglednici so podatki o kliničnem izolatu, 
izvorni kužnini in rezultatih identifikacije z metodo MALDI-TOF ter pripadajočo oceno identifikacije 
 
 
Število 
izolatov 
 
Protokolna 
številka izolata 
 
Kužnina  
Identifikacija 
borelij z 
metodo 
MALDI-TOF 
 
Ocena 
identifikacije 
32 1232/13 Koža B. afzelii 2.250 
33 1034/11 Koža B. afzelii 2.250 
34 1031/14 Koža B. afzelii 2.250 
35 745/16 Kri B. afzelii 2.230 
36 1813/14 Likvor B. afzelii 2.230 
37 745/16 Koža B. afzelii 2.230 
38 1298/13 Koža B. afzelii 2.230 
39 1760/11 Koža B. afzelii 2.220 
40 2758/11 Koža B. afzelii 2.210 
41 102/13 Koža B. afzelii 2.210 
42 1690/10 Koža B. afzelii 2.200 
43 448/12 Koža B. afzelii 2.190 
44 2039/12 Koža B. afzelii 2.160 
45 11/16 Koža B. afzelii 2.150 
46 569/11 Koža B. afzelii 2.130 
47 672/13 Koža B. afzelii 2.130 
48 948/15 Koža B. afzelii 2.130 
49 1272/11 Koža B. afzelii 2.130 
50 1371/11 Koža B. afzelii 2.020 
51 2034/11 Koža B. afzelii 1.970 
52 2864/12 koža B. afzelii 1.790 
53 662/11 Koža B. afzelii 1.700 
54 1786/11 Koža B. afzelii 1.700 
55 1922/11 Koža F. aquatile <0 
56 756/15 Koža F. aquatile <0 
57 637/13 Koža F. aquatile <0 
58 1786/15 Koža F. aquatile <0 
59 2772/11 Koža F. aquatile <0 
60 559/15 Kri B. garinii 2.660 
61 709/12 Koža B. garinii 2.660 
62 764/17 Likvor B. garinii 2.640 
63 928/18 Koža B. garinii 2.630 
64 1392/10 Koža B. garinii 2.630 
65 843/18 Likvor B. garinii 2.630 
66 562/15 Kri B. garinii 2.610 
67 622/15 Koža B. garinii 2.610 
68 636/16 Likvor B. garinii 2.610 
69 783/16 Koža B. garinii 2.610 
 
Se nadaljuje... 
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Nadaljevanje preglednice 11: Rezultati identifikacije borelij z metodo masne spektrometrije, ki je osnovana na 
podlagi ionizacije v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF). V preglednici so podatki o kliničnem izolatu, 
izvorni kužnini in rezultatih identifikacije z metodo MALDI-TOF ter pripadajočo oceno identifikacije  
 
 
Število 
izolatov 
 
Protokolna 
številka izolata 
 
Kužnina  
Identifikacija 
borelij z 
metodo 
MALDI-TOF 
 
Ocena 
identifikacije 
70 966/18 Likvor B. garinii 2.610 
71 1228/12 Koža B. garinii 2.610 
72 788/17 Koža B. garinii 2.610 
73 730/17 Likvor B. garinii 2.610 
74 1515/12 Koža B. garinii 2.610 
75 368/18 Koža B. garinii 2.610 
76 1691/14 Koža B. garinii 2.610 
77 1129/14 Koža B. garinii 2.610 
78 672/17 Likvor B. garinii 2.610 
79 544/15 Koža B. garinii 2.610 
80 460/16 Koža B. garinii 2.610 
81 465/16 Koža B. garinii 2.610 
82 902/17 Likvor B. garinii 2.580 
83 898/17 Koža B. garinii 2.580 
84 1348/18 Likvor B. garinii 2.420 
85 724/17 Koža B. garinii 2.420 
86 683/17 Likvor B. garinii 2.400 
87 668/17 Likvor B. garinii 2.400 
88 714/18 Likvor B. garinii 2.310 
89 1126/15 Koža B. garinii 2.280 
90 2954/02 Koža B. garinii 2.050 
91 2931/06 Koža B. burgdorferi 
sensu stricto 
2.760 
92 11059/18 Koža B. burgdorferi 
sensu stricto 
2.740 
93 719/18 Koža B. burgdorferi 
sensu stricto 
2.490 
            F. aquatile- Flavobacterium aquatile 
 
Iz rezultatov je razvidno, da smo kar 84 od 93 izolatov uspešno opredelili do nivoja rodu 
Borrelia in pripradajoče vrste, kar ustreza 90,3 % uspešnosti identifikacije do vrstnega nivoja. 
Preglednica 12 prikazuje število borelijskih izolatov, katere smo opredelili do posameznega 
nivoja identifikacije.  
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Preglednica 12: Število opredeljenih borelijskih izolatov do posameznega nivoja identifikacije z z metodo masne 
spektrometrije, ki je osnovana na podlagi ionizacije v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF) 
Ocena za 
stopnjo 
identifikacije 
Stopnja 
identifikacije 
 
Borrelia afzelii 
 
Borrelia garinii 
Borrelia 
burgdorferi 
sensu stricto 
Število vseh 
izolatov ( %) 
2.300-3.000 Zelo zanesljiva 
identifikacija 
do nivoja vrste 
 
24 
 
29 
 
3 
 
56 (60,21) 
2.000-2.299 Zelo zanesljiva 
identifikacija 
do nivoja rodu, 
zanesljiva 
identifikacija 
do nivoja vrste 
 
 
26 
 
 
2 
 
 
0 
 
 
28 (30,11) 
1.700-1.999 Identifikacija 
do nivoja rodu 
4 0 0 4 (4,3) 
0.000-1.699 Nezanesljiva 
identifikacija 
5 0 0 5 (5,37) 
 
Vsi referenčni sevi, ki smo jih ponovno testirali z metodo MALDI-TOF, da bi se prepričali o 
učinkovitosti ustvarjene borelijske knjižnice, so popolnoma nalegali na predhodno ustvarjene 
borelijske referenčne spektre in so imeli visoke številne ocene. Kar 56 (60,21 %) borelijskih 
izolatov je kazalo izjemno dobro naleganje na referenčne spektre z visokimi identifikacijskimi 
ocenami nad 2.300, ki so sovpadale z zelo zanesljivo identifikacija do nivoja vrste, 28 (30,11 
%) borelijskih izolatov pa je prav tako imelo identifikacijske ocene znotraj intervala 2.000-
2.300 in so prav tako govorile v prid identifikacije do vrste. Le 4 od 93 (4,3 %) borelijskih 
izolatov je pripadalo številčni oceni znotraj intervala 1.700 do 1.1999, kar ustreza zanesljivi 
identifikaciji le do nivoja rodu, ne pa tudi do vrste, 5 od 93 (5,37 %) borelijskim izolatom pa 
nismo uspeli določiti nobene stopnje identifikacije (številčna ocena za stopnjo identifikacije je 
bila nižja od 0), saj so izolati nalegali na popolnoma tujo bakterijo Flavobacterium aquatile. 
Skupno torej le 9 od 93 (9,68 %) borelijskim izolatom nismo pripisali vrstnega nivoja. Med 
borelijskimi izolati, identificiranimi do nivoja vrste je prevladovala vrsta B. afzelii (50 od 93 
izolatov; 53,8 %), sledila je B. garinii (31 od 93 izolatov; 33,3 %) in B. burgdorferi sensu stricto 
(3 od 93 izolatov; 3,15 %), njihovi deleži pa so navedeni v preglednici 12.   
 
Masni spektri posameznih borelijskih izolatov, ki smo jih pridobili z metodo masne 
spektrometrije MALDI-TOF so se med seboj razlikovali, kar nakazujejo tudi slike 14, 15 in 16, 
kjer so razlike med posameznimi spektri izolatov treh različnih borelijskih vrst zaznavne in 
opazne.  
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Slika 14: Masni spekter Borrelia burgdorferi sensu stricto (zgornji del grafa), ki nalega na svoj referenčni masni 
spekter Borrelia burgdorferi sensu stricto, ki smo ga predhodno ustvarili za podatkovno knjižnico borelij (spodnji 
del grafa) 
 
 
Slika 15: Masni spekter Borrelia garinii (zgornji del grafa), ki nalega na svoj referenčni masni spekter Borrelia 
garinii (spodnji del grafa), ki smo ga predhodno ustvarili za podatkovno knjižnico borelij 
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Slika 16: Masni spekter Borrelia afzelii (zgornji del grafa), ki nalega na svoj referenčni masni spekter Borrelia 
afzelii (spodnji del grafa), ki smo ga predhodno ustvarili za podatkovno knjižnico borelij  
 
Preko dobljenih masnih spektrov borelij smo izrisali tudi drevo sorodnosti oz. MSP 
dendrogram, katerega prikazuje slika 17. Iz slike je moč razbrati, da so borelijske vrste B. 
afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto med seboj sorodne in se razlikujejo od ostalih 
spirohet kot so Leptospira spp. in Brachispira spp., ter z njimi ne izkazujejo tako intenzivnih 
sorodstvenih vezi.  
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Slika 17: Drevo sorodnosti narejeno preko metode masne spektrometrije, ki je osnovana na podlagi ionizacije v 
matriksu z lasersko desorpcijo MALDI-TOF za borelijske izolate Borrelia afzelii, Borrelia garinii in Borrelia 
burgdorferi sensu stricto. Dendrogram je bil narejen preko programa BioNumerics in predstavlja sorodnost med 
različnimi vrstami borelij in dvema ostalima skupinama spirohet- Leptospira spp. in Brachispira spp.  
 
4.3 PRIMERJAVA METOD 
 
Molekularna MluI-LRFP predstavlja genotipizacijsko metodo med tem ko MALDI-TOF sloni 
na masni spektrometriji, preko katere mikroorganizme klasificiramo na podlagi njihovega 
proteinskega profila-molske mase. Preko obeh metod, katere smo uporabili v tej raziskavi, smo 
lahko opredelili klinične izolate borelij do nivoja vrste ter rezultate obeh metod primerjali.  
 
Rezultati tipizacije borelijskih izolatov so se ujemali v 90,3 %, saj smo lahko z obema 
metodama opredelili kar 84 od 93 kliničnih izolatov do nivoja vrste. Neujemanje v rezultatih 
smo opazili pri 9 kliničih izolatih (preglednica 11), saj le-te z metodo MALDI-TOF nismo 
uspeli identificirati do nivoja vrste. Le 4 od njih z metodo MALDI-TOF nismo uspeli 
identificirali do nivoja vrste, saj je bila ocena identifikacije premajhna, da bi lahko govorila v 
prid zanesljivi identifikaciji do vrstnega nivoja in je izolate uvrstila le do nivoja rodu, 5 kliničnih 
izolatov pa nismo uspeli nikakor klasificirati do nobenega ustreznega identifikacijskega nivoja, 
kar se je kazalo kot naleganje borelijskih masnih spektrov na referenčne masne spektre 
popolnoma tujega mikroorganizma F. aquatile in je bila temu primerno številčna ocena za 
identifikacijo mikroorganizma negativna. Negativne rezultate smo dobili le pri identifikaciji 
borelijske vrste B. afzelii, ki smo jih izolirali iz kužnine kože, med tem ko smo ostali dve 
borelijski vrsti z metodo MALDI-TOF uspešno identificirali, zelo zanesljivo do nivoja rodu in 
zanesljivo do nivoja vrste. Z metodo MluI-LRFP smo klinične izolate opredili tudi do nivoja 
podvrste oz. jim določili podtip borelijske vrste, med tem ko z metodo MALDI-TOF tega nismo  
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uspeli narediti. Našim 9 borelijskim izolatom, ki smo jih lahko identificirali do nivoja rodu 
Borrelia, ne pa tudi do vrste, oz. smo jim pripisali neustrezno identifikacijo, smo z predhodno 
genotipizacijsko metodo lahko identificirali do vrste B. afzelii in njenega ustreznega podtipa 
Mla1 preko metode MluI-LRFP. Preglednica 13 prikazuje primerjavo obeh metod z ustreznimi 
rezultati identifikacije borelij, ki smo jih dobili pri posamezni metodi. 
 
Preglednica 13: Primerjava metode polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (MluI-LRFP) in metode masne 
spektrometrije, ki je osnovana na podlagi ionizacije v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF) 
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5 RAZPRAVA 
 
Za samo identifikacijo borelij iz sklopa B. burgdorferi sensu lato so na voljo številni pristopi v 
mikrobiološki diagnostiki, ki nam pomagajo opredeliti povzročitelja te razširjene bolezni. Sama 
kultivacija in izolacija borelij predstavljata bistven pomen za potrditev okužbe, serološke 
metode pa so izjemno enostavno orodje za odkrivanje bolnikov (Stanek in sod., 2012; Busson 
in sod., 2012). Med genotipizacijske metode za opredelitev borelij lymske borelioze sodi MluI-
LRFP. Preko tovrstne metode lahko identificiramo borelije do nivoja vrste in jim določimo 
podtipe preko števila dolžin restrikcijskih fragmentov (Ružić-Sabljić in sod., 2008). V 
prejšnjem desetletju pa je v klinični diagnostiki prišlo do porasti uporabe masne spektrometrije 
MALDI-TOF za identifikacijo in klasifikacijo patogenov, kot povzročiteljev bolezni pri 
človeku zaradi njene enostavnosti v uporabi, hitrosti ter nizkih stroškov reagentov ter enostavne 
interpretacije rezultatov (Boyer in sod., 2017).  
 
V naši raziskavi smo želeli opredeliti borelije sklopa B. burgdorferi sensu lato do nivoja vrst z 
obema metodama- MluI-LRFP in MALDI-TOF, ju ovrednotiti in primerjati med seboj. 
Opredelili smo borelije treh različnih vrst, ki so izhajale iz treh različnih kužnin. Največji delež 
so predstavljali vzorci iz kože, sledili so vzorci likvorja, najmanj pa je bilo vzorcev krvi. 
Prevladovala je vrsta B. afzelii, večinoma izolirana iz kože, sledila je B. garinii večinoma 
izolirana iz likvorja, najmanjši delež pa je predstavljala vrsta B. burgdorferi sensu stricto 
izolirana iz kože in likvorja (preglednica 10).  
 
5.1 TIPIZACIJA BORELIJ ZNOTRAJ VRST Z METODO MluI-LRFP 
 
MluI-LRFP metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov pridobljenih z elektroforezo 
v pulzirajočem polju kaže velik uspeh v sami tipizacij borelij, poda informacijo o vrsti in za 
vsako vrsto specifične podtipe. Z tovrstno metodo lahko določimo borelijske vrste sklopa B. 
burgdorferi sensu lato; B. afzelii in za njo specifične podtipe Mla, B. garinii in za njo specifične 
podtipe Mlg in B. burgdorferi sensu stricto in za njo specifične podtipe Mlb, kot glavne 
povzročiteljice LB, glede na število in različno velike fragmente na elektroforezi. Gre za visoko 
občutljivo in specifično metodo, ki je ponovljiva in ne predstavlja težavne razlage rezultatov 
(Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b; Ružić-Sabljić in sod., 2008). 
 
Mlul-LRFP torej omogoča razlikovanje znotraj vrste oz. dokazuje samo heterogenost vrst. Do 
leta 2008 je bila znotraj vrste B. afzelii le podvrsta Mla1, nato pa so Ružić-Sabljić in sodelavci 
(2008) ugotovili, da poleg podvrste Mla1 obstajata tudi podvrsti Mla2 in Mla3, ki sta bili 
izolirani iz slovenskih bolnikov, ki so kazali kožne spremembe, značilne za LB. B. afzelii Mla2 
je bila izolirana iz bolnikov z klinično sliko ACA, Mla3 pa iz bolnikov z klinično sliko multipli 
EM. Kasneje so odkrili še podvrsto Mla4. Vseeno prevladujočo podvrsto predstavlja B. afzelii 
Mla1 (99 %), ki povzroča različne kožne spremembe. 
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 Z metodo MluI-LRFP smo uspešno tipizirali vse borelijske izolate, torej smo bili 100 % 
uspešni. Kar 59 od 93 (63,4 %) izolatov je pripadalo vrsti B. afzelii ter njenemu podtipu Mla1, 
kar se je skladalo z našimi pričakovanji (preglednica 10, slika 13). Vrsti B. garinii in B.  
burgdorferi sensu stricto imata zelo heterogene restrikcijske vzorce, vidne preko elektroforeze 
v pulzirajočem električnem polju. Za slovensko regijo so značilne podvrste B. garinii Mlg3, 4, 
7 in 2 (najbolj pogosta), izolirane zgolj iz humanih vzorcev, z njimi pa povezujemo predvsem 
nevrološke spremembe. Kar 31 od 93 (33,3 %) izolatov je pripadalo vrsti B. garinii, od tega je 
29 (31,2 %) izolatov predstavljalo podtip Mlg2, sledila pa sta podtipa Mlg1 in Mlg4 z 1,05 %, 
ob čemer moramo omeniti, da izolat B. garinii Mlg1 izhaja iz ZDA. Podtipi B. garinii so se 
med seboj vidno razlikovale, saj je vsakemu podtipu pripadal fragment različnih dolžin kbp. 
Heterogenost znotraj vrste se kaže tudi pri B. burgdorferi sensu stricto, kateri pripadajo 
podvrste Mlb1, 2 in 8 ter jih povezujemo z vnetji sklepov pri ljudeh, ter so značilne za slovenski 
prostor (Ružić-Sabljić in sod., 2008; Ružić-Sabljić in Cerar, 2016b). Najmanj izolatov je bilo 
iz vrste B. burgdorferi sensu stricto in sicer od 93 izolatov so 3 (3,15 %) pripadali vrsti B. 
burgdorferi sensu stricto, znotraj katerih sta 2 (2,1 %) izolata predstavljala podtip Mlb2 in 1 
(1,05 %) izolat podtip Mlb8, le-ti pa so se prav tako skladali z različnimi, za določen podtip 
značilnimi dolžinami restrikcijskih fragmentov.  
 
Naša raziskava je torej vsebovala vzorce vseh treh različnih vrst borelij in njim pripadajočim 
podtipom (preglednica 10). Na elektroforezi v pulzirajočem električnem polju smo dobili 
restrikcijske fragmente različnih kb dolžin, kar je nakazovalo na različne vrste borelij in njim 
pripadajoče podvrste (slika 13).  
 
Prevladovala je torej vrsta B. afzelii in za njo specifičen podtip Mla1, kar se sklada z našimi 
pričakovanji glede na literaturo in pojavnost določene vrste v humanih vzorcih. Vzorci so bili 
izolirani iz različnih kužnin, večinoma iz kože (preglednica 10), kar sovpada z izolacijo večjega 
dela vrste B. afzelii Mla1, saj le-ta predstavlja najbolj pogosto povzročiteljico kožnih sprememb 
v Evropi, značilnih za LB (Stanek in sod., 2012).  
 
5.2 TIPIZACIJA BORELIJ Z METODO MALDI-TOF 
 
Po sami opredelitvi borelij z metodo MluI-LRFP smo želeli preveriti ali lahko z metodo 
MALDI-TOF, ki sloni na masni spektrometriji prav tako identificiramo povzročiteljice LB do 
nivoja vrste, katere smo predhodno opredelili z metodo MluI-LRFP. Zanimalo nas je ali se bodo 
spektri borelijskih vrst med seboj sploh razlikovali in bomo lahko ločili borelijske vrste med 
seboj.  
 
Identifikacija mikroorganizmov se je z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF v prešnjih 
letih razmhanila in postala del rutinske diagnostike za ogromno bakterij, vključno z 
kvasovkami. MALDI-TOF masna spektrometrija sloni na proteinskih profilih 
mikroorganizmov, razlikuje, identificira in klasificira bakterije na podlagi same mase  
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mikroorganizma. Vsak organizem ima unikaten proteinski profil, ki se pri metodi MALDI-TOF 
kaže kot unikaten masni spekter (Calderaro in sod., 2014). V tej raziskavi smo želeli ugotoviti 
ali bi lahko tovrstna metoda postala del rutinske diagnostike tudi za borelije. Edino oviro v naši 
raziskavi nam je predstavljala podatkovna knjižnica masnih spektrov, saj ni vsebovala masnih 
spektrov za borelije in smo jo morali zato ustvariti sami. Preverili smo ali je na novo narejena 
knjižnica z borelijskimi referenčnimi masnimi spektri dovolj dobra, da lahko identificiramo 
različne borelijske vrste, ki povzročajo LB pri ljudeh.   
 
V podatkovno knjižnico za borelije smo uvozili 23 referenčnih masnih spektrov, ki so pripadali 
trem različnim vrstam borelij (B. afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto). Podatki o 
referenčnih izolatih, ki smo jih uporabili za ustvarjanje podatkovne knjižnice so zbrani v prilogi 
1. Uspešno delovanje podatkovne knjižnice za borelije smo preverili tako, da smo ponovno 
uvozili spektre naših referenčnih izolatov treh različnih borelijskih vrst, ki so popolnoma 
nalegali na tokrat že ustvarjene referenčne masne spektre, saj je pri vseh referenčnih izolatih 
vrednost stopnje izolacije segala čez vrednost 2.000, kar je ustrezalo zanesljivi identifikacije do 
nivoja vrste. Vseh 23 borelijskih izolatov, ki smo jih uporabili za knjižnico, smo uspešno 
identificirali do nivoja vrste. Vsak spekter je prikazoval molsko maso borelije (priloga 1). 
Sledila je identifikacija preostalih 70 borelijskih izolatov. Le-te smo obdelali z ekstrakcijo DNK 
z mravljično kislino, jih nanesli na MALDI nosilec z nujno potrebnim matriksom, vstavili v 
napravo MALDI-TOF in preverili, v kolikšni meri lahko pričakujemo identifikacijo borelij do 
nivoja vrste.  
 
Kar 84 od 93 borelijskih izolatov smo lahko identificirali do nivoja vrste in prav tako do rodu 
Borrelia, 4 od 93 izolatov le do nivoja rodu, 5 borelijskih izolatov pa je izkazovalo nezanesljivo 
identifikacijo (preglednica 11). Rezultate smo vrednotili glede na preglednico 9. Pri 4 
borelijskih izolatih smo dobili oceno za stopnjo identifikacije med 1.700 in 1.999, kar je 
pomenilo, da smo te borelijske izolate lahko opredelili le do nivoja rodu, ne pa tudi do vrste. 
Vsi 4 izolati, ki smo jih lahko opredelili le do nivoja rodu so sicer pripadali vrsti B. afzelii Mla1 
in tudi nalegli na referenčni spekter B. afzelii, a je številčna ocena govorila v prid identifikaciji 
do nivoja rodu ne pa tudi do vrste. Le-te izolate smo predhodno dokazali z metodo MluI-LRFP, 
izhajali pa so iz kužnine kože (preglednica 11). Razlog za identifikacijo do nivoja rodu, ne pa 
tudi do vrste je verjetno nepopolnoma ekstrakcija DNK, saj je za identifikacijo borelij do nivoja 
vrste nujna popolnoma čista borelijska DNK. Tu so torej poleg borelijske DNK verjetno ostali 
vezani še dodatni proteini, ki so motili vrstno tipizacijo borelij. Pri 5 izolatih, navedenih v 
preglednici 11, smo dobili najnižjo številčno oceno za stopnjo identifikacije mikroorganizma, 
oceno manjšo od 0, ki opisuje neustrezno identifikacijo mikroorganizma. Masni spektri tih 5 
izolatov niso nalegali na noben predhodno ustvarjen referenčen spekter borelij ampak na 
popolnoma tujo bakterijo F. aquatile, ki z borelijskim kompozitnim spektrom nima nobene 
smiselne povezave. Vsi izolati z negativno številčno oceno za stopnjo identifikacije 
mikroorganizma so izhajali iz kužine kože in pripadali vrsti B. afzelii Mla1, ki smo jo že 
predhodno genotipizirali. Razlog v nezanesljivi identifikaciji je lahko različne narave. 
Neustrezno identifikacijo pripisujemo kontaminaciji samega vzorca, do katere je po vsej    
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verjetnosti prišlo pri nanašanju vzorca na MALDI nosilec ali pa pri določenem koraku popolne 
ekstrakcije same borelijske DNK. Pri identifikaciji do nivoja vrste je izjemno pomemben 
ustrezen nanos čiste kulture, kar dosežemo z pravilno izvedbo popolne ekstrakcije DNK. Pri 
samem nanosu na MALDI nosilec pa zadošča že minimalna količina supernatanta in je neuspeh 
analize lahko tudi posledica predebelega nanosa vzorca (Bruker Daltonics, 2014). Izolacijo 
borelijske DNK in identifikacijo izolatov z metodo MALDI-TOF bi načeloma lahko ponovili, 
a žal ni bilo možnosti ponovne kultivacije ter same izvedbe tovrstne analize.  
 
5.2.1 Razlikovanje spektrov med vrstami borelij 
 
Spektri so se med seboj razlikovali glede na samo vrsto borelij, ki smo jih predhodno 
genotipizirali. Slike 14, 15 in 16 nam dajejo dober vpogled v same razlike med tremi vrstami 
borelijskih izolatov, ob katerih je moč opaziti, da so razlike v spektrih posameznih vrst očitno 
dovolj velike in raznolike, da smo 84 izolatov uspešno uspeli klasificirati in opredelili do 
pravilnega nivoja vrste, torej je vseh 84 izolatov uspešno nalegalo na predhodno ustvarjene 
borelijske referenčne spektre. Najvišjo vrednost za oceno stopnje identifikacije je imel izolat B. 
burdorferi sensu stricto izoliran iz kože (2931/06 z oceno 2.760), najnižjo pa izolati B. afzelii 
756/15, 1786/16, 637/13, 1992/11 in 2772/11 z negativno oceno identifikacije. Izolati B. garinii 
so prav tako izkazovali visoke ocene identifikacije, ki so se gibale od 2.400 do 2.660 in govorile 
v prid zelo zanesljivi identifikaciji do nivoja vrste (preglednica 11). Se pa spektri znotraj vrst 
niso razlikovali dovolj močno, da bi lahko ovrednotili tudi podtip same borelijske vrste, saj so 
se podvrste B. garinii Mlg1 in 4 zelo lepo nalegale na referenčni spekter B. garinii Mlg2, prav 
tako pa večjih razlik v samih spektrih nismo opazili pri B. burgdorferi sensu stricto Mlb2 in 8, 
saj so spektri borelijskih izolatov lepo nalegali na referenčni masni spekter B. burgdorferi sensu 
stricto. Minimalne razlike v številčnih identifikacijskih ocenah znotraj vrste pripisujemo 
minimalni, a vseeno prisotni masni heterogenosti oz. različnim masnim profilom. Prav tako je 
lahko prišlo do odstopanja v številčnih ocenah zaradi možnega minimalno neenakomernega 
nanosa vseh vzorcev oz. različni količinski prisotnosti mase borelijske DNK.    
 
5.2.2 Razlikovanje spektrov glede na kužnine 
 
Spektri borelijskih izolatov se glede na izhajajočo kužnino, med seboj niso dovolj močno 
razlikovali, da bi kužnina predstavljala omejujoči dejavnik pri sami identifikaciji, torej smo vse 
izolate B. afzelii, ne glede na kužnino uspešno identificirali do nivoja vrste, izuzetih je 9 
primerov neustrezne identifikacije oz. identifikacije do nivoja rodu. Izolata iz likvorja sta tako 
zelo uspešno nalegla na referenčni spekter B. afzelii, ki je bil izoliran iz kože, z 
identifikacijskima ocenama 2.260 za izolat 1801/14 in 2.230 za izolat 1813/14. Borelijska 
izolata izolirana iz krvi (745/16 in 337/15) sta prav tako lepo nalegla na kompozitni spekter 
borelijskega izolata izoliranega iz kože z identifikacijskima ocenama 2.230 in 2.430. Ostali 
borelijskih izolati B. afzelii iz kože, so prav tako ustrezno nalegli na kompozitne spektre 
ustvarjene za to vrsto. Najnižjo oceno za identifikacijo do nivoja vrste je imel izolat 1371/11  
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(2.020) izoliran iz kože, najvišjo identifikacijsko oceno pa je imel izolat 1764/98 (2.500), 
izoliran iz kože (preglednica 11). Pri borelijski vrsti B. garinii smo opazili, da so se skoraj vsi  
borelijski izolati, ne glede na kužnino najbolje nalegali na referenčni spekter borelije, ki je bila 
izolirana iz kože. Najvišja ocena naleganja oz. identifikacije B. garinii je bila 2.660 pri izolatu 
559/15 izoliranemu iz krvi, najnižja pa 2.050, ki je pripadala izolatu 2954/02 izoliranem iz kože. 
Izolati B. garinii iz likvorja so imeli prav tako visoke identifikacijske ocene (najvišjo oceno 
2.630 je imel izolat 842/18). Opazili smo torej, da imajo najvišjo vrednost borelijski izolati B. 
garinii izolirani krvi, sledijo borelijski izolati iz likvorja nato pa iz kože. Pri borelijski vrsti B. 
burgdorferi sensu stricto so se prav tako masni spektri borelijskih izolatov iz različnih kužnin 
(torej likvorja in kože) odlično nalegali na referenčni masni spetker borelije B. burgdorferi 
sensu stricto, ki smo jo izolirali iz kužnine kože. Najvišjo vrednost za stopnjo identifikacije je 
kazal izolat borelije iz kože (2931/06 z oceno 2.760), najnižjo pa izolat 719/18 iz likvorja z 
identifikacijsko oceno 2.490.Vse ocene so ustrezale zanesljivi ali zelo zanesljivi identifikaciji 
mikroorganizma do nivoja vrste, z izjemo 9 izolatov, ki smo jim že pripisali tovrsten neuspeh 
za identifikacijo do vrstnega nivoja (preglednica 11). Ob tem lahko zaključimo, da rezultati 
identifikacije borelij do nivoja vrste niso odvisni od vrste kužnine, saj smo kljub izjemno 
majhnim razlikam v ocenah za vrednotenje rezultatov, 84 borelijskih izolatov zelo uspešno 
tipizirali do vrstnega nivoja ne glede na kužnine.  
 
Identifikacije borelij LB do nivoja vrste so se poslužili tudi drugi raziskovalci v preteklih letih 
in so bili pri tem precej uspešni. Calderaro s sodelavci (2014) navaja, da je metoda MALDI-
TOF, ki temelji na masni spektrometriji dovolj koristna, da bi bila lahko primerna za uporabo 
pri identifikaciji Borrelia spp. tako za diagnostične namene kot za epidemiološka spremljanja 
LB. Prav tako predvidevajo, da bi MALDI-TOF metoda lahko bila odlična pomoč pri 
prikazovanju različnih biotipov oz. proteinskih profilov, ki so povezani z različnimi viruletnimi 
dejavniki, da bi nadaljevali raziskovanje z bolj izpopolnjenimi pristopi za vpogled v biologijo 
borelij. 
 
5.3 PRIMERJAVA REZULTATOV PRIDOBLJENIH Z MLUI-LRFP in MALDI-TOF 
 
Metoda MluI-RFLP je genotipizacijska metoda, s katero smo lahko določili same vrste borelije 
in tudi podtipe znotraj vrst, med tem ko z metodo MALDI-TOF, kjer gre za masno 
spektrometrijo, razvrščamo bakterije na podlagi analize masnih spektrov proteinov. Obema 
metodama je skupno to, da omogočata tipizacijo borelij do nivoja vrste. Primerjali smo 
pridobljene vrste z obema metodama.  
 
Ujemanje med metodama je bilo 90,3 %, kar pomeni da smo 84 od 93 izolatov z obema 
metodama razvrstili v isto vrsto. Pri 9 izolatih vrste B. afzelii (preglednica 11), izhajajočih iz 
kože, ki smo jih z MluI-LRFP metodo uspešno uspeli identificirati do nivoja vrste in tudi 
podvrste (B. afzelii Mla1), smo bili pri klasifikaciji do nivoja vrste z metodo MALDI-TOF  
neuspešni. Razlog neuspešnosti identifikacije z metodo MALDI-TOF pripisujemo 
kontaminaciji samega vzorca med popolno ekstrakcijo, predebelem nanosu na MALDI nosilec  
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ali pa morebitnem razlivanju matriksa med nanešenimi vzorci. Le-te izolate je metoda MALDI-
TOF opredelila le do nivoja rodu ali pa jih je neustrezno identificirala čemur je ustrezala nizka 
številčna ocena (1.700-1.999 in < 0) in je posledica je nepopolne ekstrakcije borelijske DNK 
oz. neočiščene borelijske DNK. Procentualno neujemanje obeh metod je torej ustrezalo 9,7 %.  
 
Kot že omenjeno, je metodoma skupno to, da sta lahko večji procentualni del (90,3 %) 
borelijskih izolatov uspešno identificirali do nivoja vrste. Razlike se pojavijo na nivoju podvrst, 
saj z metodo MALDI-TOF nismo uspeli borelijskih izolatov identificirati do nivoja podtipa, a 
le do vrste. Znotraj vrst B. afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto, je prišlo do manjšega 
odstopa določenih izolatov, kar se je pokazalo kot minimalna raznolikost določenih spektrov 
znotraj ene vrste, a razlike niso bile dovolj velike, da drugačni podtipi ne bi nalegali na 
referenčne spektre borelij iste vrste. Tako je naprava MALDI-TOF uvrstila vse izolate B. afzelii 
Mla1 k referenčnemu spektru borelije, izolirane iz kože ne glede na kužnino in B. garinii Mlg1 
in 4 k referenčnemu spektru borelije B. garinii Mlg2, izoliranem iz kože, prav tako ne glede na 
kužnino, ter B. burgdorferi sensu stricto Mlb8 k referenčnemu spektru B. burgdorferi sensu 
stricto Mlb2, ne glede na kužnino.  
 
Identifikacijo do nivoja vrst smo zelo uspešno opravili z obema metodoma, v kolikor pa nas 
zanimajo podtipi samih borelij, pa je MluI-LRFP metoda zaenkrat vsekakor boljša izbira.  
 
Metoda masne spektrometrije MALDI-TOF je v primerjavi z genotipizacijsko metodo MluI-
LRFP je zelo enostavna metoda z izredno lahko interpretativnimi rezultati, na katere pri 
genotipizacijski metodi MluI-LRFP čakamo več dni. Je izjemno hitra, saj rezultate dobimo že 
v nekaj minutah za 96 vzorcev, med tem ko je pri genotipizacijski identifikacijski metodi MluI-
LRFP potrebnih več korakov za samo izvedbo in tolmačenje rezultatov. Edina ovira, ki se je 
pojavila tekom našega raziskovalnega dela je bila še ne ustvarjena podatkovna knjižnica 
borelijskih masnih spektrov, ki smo jo morali ustvariti sami. Omejitve metode lahko 
predstavljajo predebel nanos vzorca ter morebitno razlivanje matriksa med nanešenimi vzorci 
(človeški faktor), saj za analizo potrebujemo minimalno količino nanešenega vzorca (Bruker 
Daltonics, 2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
54 
Honsić I. Identifikacija borelij lymske borelioze z metodo MALDI-TOF.                                                                                   
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
 
6 SKLEPI 
 
• z dvema različnima identifikacijskima metodama-MluI-LRFP in MALDI-TOF smo 
uspešno opredelili borelije lymske borelioze. 
 
• z genotipizacijsko metodo MluI-LRFP smo lahko opredelili borelije lymske borelioze do 
nivoja vrste in podvrste. Opredelili smo patogene vrste in za njih specifične podvrste B. 
afzelii Mla1, B. garinii Mlg 1,2 in 4 ter B. burgdorferi sensu stricto Mlb2 in 8.   
 
• Z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF smo lahko uspešno identifikacirali borelije 
lymske borelioze do nivoja rodu in nivoja vrste, kar smo dokazali z 84 uspešno 
identificiranimi borelijskimi izolati. Uspešno smo tipizirali vse tri borelijske vrste – B. 
afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto. Po naših ugotovitvah je metoda primerna 
za identifikacijo borelij lymske borelioze do nivoja vrste.  
 
• Metoda MluI-LRFP prikazuje boljše rezultate identifikacije znotraj vrste, saj omogoča 
tipizacijo borelij do nivoja podvrste.  
 
• Metoda MALDI-TOF je v primerjavi z genotipizacijsko metodo MluI-LRFP bolj enostavna 
in hitra ter lažje interpretativna. Edino pomankljivost predstavlja podatkovna knjižnica 
masnih spektrov, saj ne vsebuje referenčne spetkre za borelijske vrste.  
 
• Rezultati identifikacije dveh tipizacijskih metod so se razlikovali v minimalni 
procentualnosti, saj smo 84 borelijskih izolatov, ki smo jih predhodno genotipizirali z 
metodo MluI-LRFP in identificirali do nivoja podvrste, pravilno in uspešno identificirali 
tudi z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF in jih vrstno klasificirali. Metodi sta se 
ujemali v 90,3 %.  
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7 POVZETEK 
 
Lymska borelioza je zelo značilna za slovenski prostor, povzročitelje te bolezni pa prenašajo 
klopi. Najpogosteje jo povzročajo 3, za človeka patogene vrste borelij B. afzelii, B. garinii in 
B. burgdorferi sensu stricto. Lymska borelioza se prenaša preko ščitastih klopov Ixodes spp., 
njen rezervoar pa predstavljajo različne divje, domače in gozdne živali in ptice. Iz bolnikov 
obolelih za lymsko boreliozo, je največkrat izolirana B. afzelii, ki povzroča različne kožne 
spremembe značilne za lymsko boreliozo (EM, ACA, multipli EM), sledi ji B. garinii, večinska 
povzročiteljica nevroborelioze in B. burgdorferi sensu stricto, ki jo večinoma povezujemo z 
vnetji sklepov. V sami rutinski diagnostiki za identifikacijo borelij in razlikovanje med 
različnimi vrstami, se uporabljajo različne metode, v ospredju pa je predvsem genotipizacijska 
metoda MluI-LRFP, metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov, saj opredeli in 
klasificira borelije do vrstnega in podvrstnega nivoja. V zadnjem desetletju pa v ospredje 
identifikacijskih metod mikroorganizmov prihaja metoda masne spektrometrije MALDI-TOF, 
ki slovi po njeni enostavni uporabi, hitrosti samega postopka in izredno lahko interpretativnih 
rezultatih. V naši nalogi nas je zanimalo, ali z obema metodama lahko identificiramo borelije 
lymske borelioze do nivoja vrste in ali se bosta metodi med seboj razlikovali.  
 
Pri genotipizacijski metodi MluI-LRFP smo se poslužili restrikcije borelijske genomske DNK 
z encimom MluI, ki razreže borelijsko DNK v za vsako vrsto in podvrsto specifične 
restrikcijske fragmente. Le-te nato opazujemo na gelski elektroforezi v pulzirajočem polju in 
glede na njihove dolžine, borelije opredelimo do nivoja vrste in podvrste. Pri metodi masne 
spektrometrije MALDI-TOF smo glede na masne oz. proteinske profile posameznih borelijskih 
izolatov, predhodno opredeljenih z genotipizacijsko metodo, identificirali do nivoja vrste preko 
predhodno narejenih kompozitnih borelijskih spektrov. Naprava MALDI-TOF je za vsak 
borelijski izolat izdala poročilo o številčni oceni, ki se navezuje na stopnjo identifikacije 
mikroorganizma.  
 
Z genotipizacijsko metodo MluI-LRFP smo uspešno opredelili vseh 93 izolatov ter jim pripisali 
tako vrstni kot podvrstni profil. Velika večina (59 od 93; 63,4 %) izolatov je pripadalo vrsti in 
njej specifični podvrsti B. afzelii Mla1, kar je pričakovano, glede na to da večino kliničnih slik 
lymske borelioze predstavljajo kožne spremembe. B. afzelii Mla1 smo uspešno izolirali tako iz 
kužnine kože, kot likvorja in krvi. Iz tovrstnih kužnin smo prav tako izolirali tudi kar 31 
primerov (33,3 % B. garinii in njej pripradajoče podvrste Mlg1 (1 izolat; 1,05 %), Mlg2 (29 
izolatov; 31,2 %) in Mlg4 (1 izolat; 1,05 %), ki se med seboj vidno razlikujejo po restrikcijskem 
vzorcu, prav tako pa so bile razlike vidne tudi pri 3 izolatih B. burgdorferi sensu stricto, kjer 
smo izolirali podtip Mlb2 (2 izolata; 2,1 %) in Mlb8 (1 izolat; 1,05 %), izoliranih iz likvorja in 
kože. Občutljivost oz. uspešnost te metode je bila 100 %.  
 
Z metodo masne spektrometrije MALDI-TOF smo do nivoja vrste uspešno opredelili kar 84 
(90,3 %) borelijskih izolatov, predhodno klasificiranih z genotipizacijsko metodo MluI-LRFP. 
Kar 88 (94,6 %) borelijskih izolatov smo lahko skupno identificirali do nivoja rodu- torej so 4  
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borelijski izolati znotraj 88 uspešno opredeljenih izolatov predstavljali razliko in bili 
opredeljeni le do rodu, ne pa tudi do vrste, ostalim 5 izolatom pa je bila pripisana neustrezna 
identifikacija. Uspešnost te metode je bila 90,3 %.  
 
Naše ugotovitve nakazujejo na dejstvo, da je metoda genotipizacije bolj primerna za 
razlikovanje borelij znotraj samih vrst, saj je omogočila tipizacijo borelij do podvrstnega nivoja, 
med tem ko z metodo MALDI-TOF tega nismo uspeli narediti. Metoda MALDI-TOF pa je 
vseeno primerna za identifikacijo borelij do vrstnega nivoja, saj smo kar 90,3 % borelijskih 
izolatov, prehodno tipiziranih z metodo MluI-LRFP uspešno opredelili do ustreznega nivoja 
vrste. Z obema metodama smo borelijskim izolatom uspešno pripisali vrstni profil.   
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PRILOGA 
 
Priloga A: Oznake borelijskih izolatov, opredeljenih z metodo polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov 
(MluI-LRFP) in kasneje z metodo masne spektrometrije, ki je osnovana na podlagi ionizacije v matriksu z 
lasersko desorpcijo (MALDI-TOF) s pripisanimi izvornimi kužninami in protokolno številko ter 
opredelitvijo kateri izolati so se uporabili za referenčne kompozitne spektre borelij za našo na novo 
ustvarjeno podatkovno knjižnico, ter pripisana ocena identifikacije.   
 
 
Število 
izolatov 
Protokolna 
številka 
izolata 
 
Kužnina 
Identifikacija 
borelij z 
metodo MluI-
LRFP 
Identifikacije 
borelij z 
metodo 
MALDI-TOF 
Nabor za 
MSP 
knjižnico 
Ocena 
identifikacije  
(MALDI-
TOF) 
1 2567/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.440 
2 1694/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.480 
3 668/14 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.480 
4 723/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.440 
12 337/15 Kri B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.430 
6 1045/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.400 
7 2402/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.400 
8 1074/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Da 2.390 
9 559/15 Kri B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.660 
10 709/12 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.660 
11 764/17 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.640 
12 928/18 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.630 
13 1392/10 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.630 
14 562/15 Kri B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.610 
15 622/15 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.610 
16 636/16 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.610 
17 783/16 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.610 
18 966/18 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.610 
19 1228/12 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.610 
20 902/17 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.580 
21 1126/15 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Da 2.280 
 
22 
 
2931/06 
 
Koža 
B. burgdorferi 
sensu stricto 
Mlb2 
B. burgdorferi 
sensu stricto 
 
Da 
 
2.790 
 
23 
 
719/18 
 
Koža 
B. burgdorferi 
sensu stricto 
Mlb2 
B. burgdorferi 
sensu stricto 
 
Da 
 
2.490 
24 3079/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.310 
25 2191/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.270 
26 813/15 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.270 
27 2038/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.260 
28 1801/14 Likvor B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.260 
29 2188/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.260 
30 2487/10 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.260 
 
Se nadaljuje... 
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Nadaljevanje priloge A: Oznake borelijskih izolatov, opredeljenih z metodo polimorfizma dolžin 
restrikcijskih fragmentov (MluI-LRFP) in kasneje z metodo masne spektrometrije, ki je osnovana na podlagi 
ionizacije v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF) s pripisanimi izvornimi kužninami in protokolno 
številko ter opredelitvijo kateri izolati so se uporabili za referenčne kompozitne spektre borelij za našo na 
novo ustvarjeno podatkovno knjižnico, ter pripisana ocena identifikacije. 
 
 
Število 
izolatov 
Protokolna 
številka 
izolata 
 
Kužnina 
Identifikacija 
borelij z 
metodo MluI-
LRFP 
Identifikacije 
borelij z 
metodo 
MALDI-TOF 
Nabor za 
MSP 
knjižnico 
Ocena 
identifikacije  
(MALDI-
TOF) 
31 892/16 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.260 
32 1232/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.250 
33 1034/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.250 
34 1031/14 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.250 
35 745/16 Kri B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.230 
36 1813/14 Likvor B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.230 
37 745/16 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.230 
38 1298/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.230 
39 1760/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.220 
40 2758/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.210 
41 102/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.210 
42 1690/10 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.200 
43 448/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.190 
44 2039/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.160 
45 11/16 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.150 
46 569/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.130 
47 672/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.130 
48 948/15 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.130 
49 1272/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.130 
50 1371/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.020 
51 2034/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 1.970 
52 2864/12 K46oža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 1.790 
53 662/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 1.700 
54 1786/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 1.700 
55 1922/11 Koža B. afzelii Mla1 F. aquatile Ne <0 
56 756/15 Koža B. afzelii Mla1 F. aquatile Ne <0 
57 637/13 Koža B. afzelii Mla1 F. aquatile Ne <0 
58 1786/15 Koža B. afzelii Mla1 F. aquatile Ne <0 
59 2772/11 Koža B. afzelii Mla1 F. aquatile Ne <0 
60 896/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.440 
61 788/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.440 
 
Se nadaljuje... 
 
 
 
 
 
 
Honsić I. Identifikacija borelij lymske borelioze z metodo MALDI-TOF.                                                                                   
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
 
Nadaljevanje priloge A: Oznake borelijskih izolatov, opredeljenih z metodo polimorfizma dolžin 
restrikcijskih fragmentov (MluI-LRFP) in kasneje z metodo masne spektrometrije, ki je osnovana na podlagi 
ionizacije v matriksu z lasersko desorpcijo (MALDI-TOF) s pripisanimi izvornimi kužninami in protokolno 
številko ter opredelitvijo kateri izolati so se uporabili za referenčne kompozitne spektre borelij za našo na 
novo ustvarjeno podatkovno knjižnico, ter pripisana ocena identifikacije 
 
 
Število 
izolatov 
Protokolna 
številka 
izolata 
 
Kužnina 
Identifikacija 
borelij z 
metodo MluI-
LRFP 
Identifikacije 
borelij z 
metodo 
MALDI-TOF 
Nabor za 
MSP 
knjižnico 
Ocena 
identifikacije  
(MALDI-
TOF) 
62 2133/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.440 
63 750/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.450 
64 2179/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.430 
65 1675/14 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.340 
66 1764/98 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.500 
67 326/17 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.480 
68 644/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.400 
69 1337/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.440 
70 157/13 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.390 
71 1378/11 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.390 
72 2752/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.340 
73 627/15 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.330 
74 2174/12 Koža B. afzelii Mla1 B. afzelii Ne 2.330 
75 843/18 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.630 
76 1691/14 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
77 788/17 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
78 730/17 Likvor B. garinii Mlg4 B. garinii Ne 2.610 
79 1515/12 Koža B. garinii Mlg1 B. garinii Ne 2.610 
80 460/16 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
81 465/16 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
82 368/18 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
83 1129/14 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
84 672/17 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
85 544/15 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.610 
86 898/17 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.580 
87 1348/18 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.420 
88 724/17 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.420 
89 683/17 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.400 
90 668/17 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.400 
91 714/18 Likvor B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.310 
92 2954/02 Koža B. garinii Mlg2 B. garinii Ne 2.050 
 
93 
 
11059/18 
 
Koža 
B. burgdorferi 
sensu stricto 
Mlb8 
B. burgdorferi 
sensu stricto 
 
Ne 
 
2.740 
 
 
 
